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APRESENTAÇÃO 


A inegável relevância da química de produtos naturais para o 
desenvolvimento de novos fármacos no decorrer da história reafirma a 
necessidade do constante aprimoramento dos aspectos que regem esta área do 
conhecimento. 

A propriedade biossintética das espécies vegetais e a diversidade e 
complexidade estrutural de seus produtos promoveram numerosos avanços no 
tratamento de diversas enfermidades ao longo dos anos. O desenvolvimento 
de fármacos, mesmo na atualidade com o avanço da química sintética, ainda 
se correlaciona amplamente com o metabolismo secundário, haja vista a 
singularidade de seus constituintes químicos, cujas estruturas são também 
utilizadas como ponto de partida para processos sintéticos. 

Apesar desta diversidade química ser inegavelmente relevante, a 
complexidade característica dos extratos de plantas torna o processo de 
isolamento de substâncias, uma das etapas críticas para se avaliar as 
propriedades farmacológicas de um constituinte e para a determinação de sua 
estrutura, bastante complexo. 

Diante do exposto, a compreensão das técnicas para o isolamento de 
produtos do metabolismo secundário, desde sua fundamentação, é indeclinável 
e fundamental para a execução adequada de processos nesse sentido, de 
forma a se obter os constituintes químicos da forma mais otimizada possível em 
um grau de pureza elevado. Dessa forma, este livro aborda a fundamentação 
e aplicabilidade das principais técnicas de isolamento utilizadas, além de 
dissertar sobre as técnicas de maior relevância empregadas para a análise e 
processamento de dados na esfera da química de produtos naturais. 


Pu 


PREFACIO 


De forma brilhante e magistral, pontificou Aristóteles, há séculos atrás: “A 
natureza não faz nada em vão”. Com toda certeza, se o grande filósofo e cientista 
grego, preceptor de Alexandre da Macedônia, vivesse em nossos dias e travasse 
contato com este estudo afirmaria, com satisfação e entusiasmo, que o conteúdo 
do mesmo seria mais uma confirmação do seu singular axioma, haja vista que 
esta pesquisa trata das substâncias bioativas, disponibilizadas pela natureza à 
humanidade, nas espécies vegetais, e que são usadas para fins terapêuticos. 

Nesse limiar do terceiro milênio, vivemos em um mundo globalizado no 
qual, cada vez mais, a humanidade se volta para a preservação da natureza. 
Nações Unidas, governos do mundo inteiro, organizações não-governamentais 
e muitas outras instituições e movimentos olham com preocupação para o meio 
ambiente. Fala-se constantemente em Desenvolvimento Sustentável, Transição 
Energética e se preconiza a utilização dos recursos naturais renováveis. 

Nesse contexto, adquire uma capital importância a química dos produtos 
naturais. Embora antiga, pois desde tempos imemoriais, quando os homens 
ainda habitavam as cavernas e os curandeiros tratavam as enfermidades de 
seus pacientes com as poções que extraíam das plantas, esta química e seus 
processos são fundamentais na atualidade, proporcionando à humanidade os 
valiosos fármacos, com suas inúmeras propriedades terapêuticas, dentre muitos 
outros produtos. 

Inspirados por nobres propósitos e ideais, como todos os dedicados e 
pertinazes pesquisadores, tal como o grande Hipócrates de Cós, ao catalogar 
em sua monumental obra Corpus Hipocratium, os remédios fitoterápicos de sua 
época, os autores deste trabalho apresentam aqui uma aprimorada e relevante 
pesquisa, realizada com instrumentação avançada e métodos e técnicas 
modernas, que resultaram em significativas e importantes contribuições para a 
ciência dos fármacos, compreendendo sua extração e isolamento. 

A pesquisa científica não é uma tarefa fácil. Pelo contrário, é árdua e 
cansativa. Requer daqueles que se propõem a realizá-la dedicação, perseverança 
e esforço. Muitas vezes, nos laboratórios das universidades, os pesquisadores 
enfrentam a falta de recursos e tem que “tirar leite de pedra”, para prosseguir em 
seus trabalhos. Pertinácia torna-se, consequentemente, uma palavra-chave, ao 
se vestir uma bata e ir para a bancada. 

Honra-nos, consequentemente, o convite que recebemos para prefaciar 
este livro, que aborda tão crucial pesquisa. Fazemo-lo com grande satisfação e 
parabenizamos a estes intrépidos e empenhados autores que concluíram seu 
trabalho, presenteando à comunidade científica com seus valiosos resultados. 


Francisco Sávio Ximenes Aragão 
Engenheiro Ambiental 

Químico Industrial 

M. Sc. Desenvolvimento e Meio Ambiente. 
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INTRODUÇÃO 


Os produtos naturais são utilizados como alimentos, bebidas, suplementos 
alimentares, em medicamentos (alopáticos, homeopáticos e fitoterápicos), em cosméticos, 
em cosmecêuticos, em nutricosméticos, em perfumes, em defensivos agrícolas, na medicina 
ocidental e oriental tradicionais, bem como na medicina alternativa. Estas substâncias são 
utilizadas em misturas complexas presentes em extratos e frações ou isoladamente e 
podem ser agrupadas em diferentes classes, considerando sua origem biossintética, seus 
esqueletos carbônicos e funções químicas, tais como terpenoides, flavonoides e alcaloides 
(Emery & Marchetti, 2017). 

Certamente as plantas são as fontes mais estudadas e exploradas pela Humanidade 
para a descoberta de novos fármacos. Dentre as diversas substâncias já isoladas, a morfina, 
potente analgésico isolado de Papaver somniferum (Papoula), é um marco importante por 
se tratar do primeiro produto natural isolado a ser comercializado em 1826 (Cragg et al., 
2014). 

Acontribuição dos produtos naturais para os avanços da medicina ao longo da história 
humana é de grande notoriedade e as necessidades de novas estratégias terapêuticas e 
princípios ativos é uma constante. 

Devido a complexidade bioquímica e a notável capacidade biossintética das plantas 
e de outros organismos vivos, o resultado é a produção de extratos de grande complexidade 
química. Estas matrizes oferecem desafios nos processos de isolamento e obtenção dos 
princípios ativos, que necessitam estar em grau de pureza satisfatório para as análises de 
elucidação estrutural, bem como para a realização dos ensaios biológicos. 


Introdução 
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ABORDAGENS PARA O ISOLAMENTO RACIONAL DE 
PRODUTOS NATURAIS 


Oisolamento de produtos naturais é um grande desafio paraa obtenção de substâncias 
biologicamente ativas. Na busca racional, podemos utilizar informações obtidas através 
do conhecimento tradicional, das classes químicas específicas que possuam descrição 
sobre atividade biológica e das espécies vegetais que as produzem e de triagem, utilizando 
um alvo farmacológico conhecido desafiado contra substâncias aleatórias. Assim, como 
veremos a seguir, o fracionamento biodirigido se aplicará a qualquer que seja a abordagem 
escolhida a fim de obter a substância ativa. Técnicas de desreplicação, para evitar o 
reisolamento de substâncias conhecidas e com atividade biológica descrita, racionalizam a 
pesquisa visando o conhecimento sobre o perfil químico das espécies vegetais. 


11 FRACIONAMENTO BIODIRIGIDO 


Michelle Frazão Muzitano 


No processo de pesquisa e desenvolvimento de um novo medicamento de origem 
natural, é conveniente o isolamento e a caracterização de substâncias ativas no extrato. 
No caso de um medicamento fitoterápico, esse processo é necessário para a determinação 
do(s) princípio(s) ativo(s) do extrato que então será(ão) utilizado(s) no processo de garantia 
da eficácia, segurança e qualidade do medicamento produzido (Balekundri & Mannur, 
2020). 

O derivado vegetal é extraído da fonte, concentrado, fracionado e purificado 
resultando em uma única substância ativa ou um grupo delas (fitocomplexo). A identificação 
de substâncias conhecidas, evitando assim a replicação de esforços anteriores, foi 
grandemente auxiliada por sistemas de cromatografia líquida de alta eficiência acoplados 
à espectrometria de massas (CLAE-EM) e bancos de dados de produtos naturais (Harvey 
et al., 2015). A determinação da estrutura de novas substâncias foi revolucionada pelos 
avanços nas técnicas espectroscópicas, particularmente nas tecnologias de ressonância 
magnética nuclear de alta resolução. Embora a determinação de estruturas complexas seja 
tecnicamente desafiadora, não é mais um grande impasse no processo de descoberta de 
fármacos. Nos casos em que o perfil de atividade biológica atende aos critérios de potência 
e seletividade, o processo de purificação é ampliado e novos ensaios farmacológicos e 
toxicológicos são conduzidos (Koehn & Carter, 2005). 

Quando há interesse em uma classe específica de metabólito secundário de acordo 
com o seu potencial farmacológico descrito na literatura, o fracionamento de um extrato 
pode ser monitorado apenas quimicamente, após triagem fitoquímica. Pode também ser 
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feito de forma biomonitorada, para conhecer as substâncias responsáveis pelo efeito. 
Neste contexto, o monitoramento químico acompanha o processo, de forma a permitir 
escolher as técnicas de separação mais apropriadas em cada etapa (Weller, 2012). Vários 
ciclos de fracionamento são geralmente necessários para se obter uma substância pura. 
O isolamento e caracterização de várias substâncias com graus diferentes de atividade 
podem dar contribuições iniciais para o estudo de relação estrutura-atividade (Muzitano et 
al., 2006). 

Para o fracionamento biomonitorado, o ideal é que seja escolhido um teste simples e 
reprodutível e que possa utilizar pequenas quantidades de material. Após determinar o alvo 
terapêutico, é possível determinar um tipo de ensaio que possa ser aplicado. A preferência é 
que a triagem das frações e sub-frações possa ser realizada utilizando ensaios enzimáticos 
colorimétricos, passando posteriormente para etapas mais complexas envolvendo cultura 
celular, quando for o caso, antes de ensaios em animais de laboratório (Atanasov et al., 
2015). O fracionamento biomonitorado envolvendo exclusivamente ensaios in vivo deve ser 
evitado, sempre que possível, por questões éticas. Esta recomendação baseia-se no fato 
de que, durante as etapas de isolamento, um número alto de frações e sub-frações podem 
ser gerados, o que implicaria o uso de muitos animais. Além disso, há uma demanda de 
maior quantidade de amostra em ensaios in vivo. Porém, realizando os experimentos in vivo 
apenas com as frações ou substâncias mais promissoras in vitro, faz-se um uso otimizado 
de animais de experimentação (Fernandes & Pedroso, 2017). Quando é necessário realizar 
experimentos com animais logo nas primeiras etapas de pesquisa de um medicamento, 
é aconselhável que se gere o menor número possível de sub-frações em cada etapa de 
fracionamento. 

Foram selecionados dois exemplos de fracionamento biomonitorado para ilustrar 
o tópico. No primeiro, foi dado seguimento ao fracionamento biomonitorado pela ação 
antileishmania de Kalanchoe pinnata (Crassulaceae), conhecido no Brasil como saião- 
roxo e folha-da-fortuna. Através do estudo de Muzitano e colaboradores (2006; 2009) 
utilizando cromatografia líquida clássica foi possível isolar cinco diferentes flavonoides da 
sub-fração ativa, sendo um deles, a quercitrina (3-0-a-L-ramnopiranosídeo de quercetina), 
a responsável pela atividade biológica do extrato aquoso. O ensaio in vitro em amastigotas 
de Leishmania amazonensis foi utilizado nas etapas de biomonitoramento. Após a etapa de 
fracionamento biomonitorado, a atividade desse flavonoide foi avaliada em modelo murino 
e mostrou-se eficaz nas condições avaliadas. 

Num segundo estudo, o extrato da espécie Tapirira guianensis (Anacardiaceae) foi 
fracionado de forma biomonitorada a fim de verificar as substâncias responsáveis pelo 
efeito vasodilatador. No estudo de Rodrigues e colaboradores (2017), os ensaios foram 
conduzidos in vitro utilizando aneis de aorta de ratos. Glicosídeos de quercetina e de 
miricetina foram identificados como responsáveis pela ação vasodilatadora do extrato. 

O paradigma geral da purificação guiada por bioensaio é que não há como prever 
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quantos ciclos de fracionamento e bioensaio serão necessários. Nos casos em que o tempo 
de resposta do bioensaio é demorado, o tempo para uma única rodada de fracionamento 
pode ser prolongado. Nos estágios iniciais da pesquisa, o tempo é crucial para que os 
estudos avancem para a próxima fase e atrasos devido a contratempos relativos ao 
bioensaio passam a ser uma limitação prática. Por esta razão, uma série de abordagens 
inovadoras foi avançando para criar bioensaios on-line que utilizam a afinidade dos ligantes 
naturais desejados com alvos de interesse (Weller, 2012). Uma dessas abordagens usa 
fluxo contínuo de reações enzimáticas que são capazes de fornecer leituras de inibição 
da atividade enzimática em tempo real. Nesse sistema, o eluato da CLAE é dividido em 
dois, um para o ensaio enzimático e outro em paralelo para um espectrômetro de massas, 
por exemplo. Nesse caso, a correlação de picos detectados no ensaio enzimático com a 
massa correspondente nos espectros fornece dados que são característicos da substância 
bioativa. Um exemplo de aplicação da técnica de bioafinidade em extratos vegetais, é 
o uso de ensaio de proteína baseado em afinidade produzido pela ligação covalente de 
acetilcolinesterase a esferas magnéticas, seguido por caracterização química dos ligantes 
seletivos para os extratos aquosos de folhas obtidos de Lippia gracilis (Verbenaceae). 
A partir dos experimentos, eriodictiol 2'-O-glicosídeo e eriodictiol 3'-O-glicosídeo foram 
identificados como promissores na busca por novos fármacos anticolinesterásicos 
(Vanzolini et al., 2018). Ainda na temática de separação e ensaio acoplados, destaca-se a 
avaliação on-line da atividade antioxidante de componentes de extratos naturais através 
de método automático de cromatografia líquida de alto desempenho em 2,2-difenil-1-picril- 
hidrazil (DPPH-CLAE) (Lu et al., 2017). Muitos produtos naturais são ricos em antioxidantes 
importantes na prevenção ou retardo de uma variedade de doenças, como cardiovasculares 
e inflamatórias, diabetes e cânceres, ressaltando a relevância desse método. 

Também cabe destacar os programas de triagem de alto rendimento (do inglês 
HTS — high-throughput screening), que permitiram a rápida triagem biológica de grandes 
coleções de substâncias naturais e sintéticas. Atualmente, as bibliotecas de substâncias da 
química combinatória são a principal fonte de programas de triagem de HTS na descoberta 
de fármacos. Por outro lado, a natureza continua provando ser uma excelente fonte de 
princípios ativos inovadores. Os metabólitos secundários de plantas, animais e micro- 
organismos apresentam uma diversidade estrutural marcante, destacada em programas 
de descoberta de fármacos (Annang et al., 2015; Harvey et al., 2015). Adicionalmente, 
a triagem quantitativa de alto rendimento (qHTS) envolve um conjunto diversificado de 
ensaios bioquímicos associados à caracterização da biblioteca em termos de propriedades 
físico-químicas, diversidade estrutural e similaridade das substâncias em bibliotecas 
disponíveis publicamente. Os dados gerados são analisados usando uma variedade de 
ferramentas métricas e métodos estatísticos. As substâncias são então categorizadas por 
classe química e perfis de atividade, contribuindo com grande quantidade de informação 
sistematizada para a busca de novos candidatos a fármaco (Kearney et al., 2018). 
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21 PERFIL QUÍMICO E DESREPLICAÇÃO 


Daniel Luiz Reis Simas 


Marcos Vinicius Toledo e Silva 


O desenvolvimento da Química de Produtos Naturais está diretamente relacionado 
ao progresso da Química Analítica, como acontece em muitas áreas da Ciência (Khan, 
2018; Newman & Cragg, 2020). A partir do advento da associação da informática com os 
equipamentos modernos de análises químicas, surgiram abordagens que possibilitaram o 
acoplamento de diferentes técnicas de separação, detecção e análise. Neste sentido, os 
ganhos de seletividade, sensibilidade e interpretação dos dados têm levado os pesquisadores 
a novas formas de busca por substâncias com atividades biológicas diversas. 

Tradicionalmente, a busca por metabólitos bioativos faz uso do fracionamento e 
isolamento de substâncias para posteriores testes biológicos (Bucar et al., 2012), ou de 
estudos bioguiados, que dão suporte à procura por substanciais ativas (Koehn, 2008). No 
entanto, estas abordagens podem levar ao isolamento de metabólitos conhecidos para a 
atividade biológica em estudo e o eventual negligenciamento das substâncias não ativas 
para esta mesma atividade biológica específica (Neto et al., 2016; Hubert et al., 2017). Neste 
cenário, surge a desreplicação que se torna uma etapa crucial nos processos de triagem de 
extratos brutos com potenciais aplicações biotecnológicas diversas com o objetivo principal 
de buscar substâncias ativas inéditas, evitando os processos de purificação de metabólitos 
conhecidos (Hubert et al., 2017). As ferramentas cromatográficas, espectroscópicas e 
espectrométricas, geralmente associadas à quimioinformática, são os meios básicos nos 
estudos de desreplicação de extratos vegetais. 

Os trabalhos em desreplicação e/ou análise de perfil químico dividem-se basicamente 
nos passos de obtenção da matriz biológica, preparação das amostras, seguido pela 
aquisição dos dados espectrais e por último do tratamento destes dados (Kim & Verpoorte, 
2010). Neste caso, o tratamento dos dados é computacional, trata-se da extração dos 
espectros (mineração de dados), integração e exportação dos dados refinados que serão 
usados na desreplicação em si. 


2.1 Extração e preparo das amostras 


A preparação da amostra consiste em todos os procedimentos necessários desde 
a coleta até a injeção do material a ser analisado nos aparelhos de aquisição de dados 
(Kim & Verpoorte, 2010). A extração dos metabólitos para estudos de perfis químicos é um 
ponto crucial e visa a extração mais eficiente. Depois de extraídos, os metabólitos devem 
seguir ao preparo de amostra para as análises instrumentais. Quando os procedimentos 
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são realizados de maneira correta nas etapas anteriores, geralmente a única preparação 
necessária para as análises, consiste no ajuste da concentração e filtragem das amostras 
para eliminar possíveis materiais particulados que possam causar interferência (Izumi et 
al., 2015). 

Contudo, em análises por cromatografia com fase gasosa, pode ser necessário um 
passo adicional, conhecido como derivação e é desnecessário para amostras voláteis. 
No entanto, amostras menos voláteis (polares ou de média polaridade), tais como 
metabólitos primários, requerem este processo para se obter características químicas que 
os tornem volatilizáveis e termicamente estáveis (Moros et al., 2017). Como exemplo, para 
carboidratos, a reação de derivação geralmente envolve a formação de oxima, seguido 
por trimetilsililação para substituir hidrogênios ativos em grupos funcionais polares e, 
portanto, aumentar a volatilidade pela redução de interações dipolo-dipolo ou de ligações 
de hidrogênio (Halket & Zaikin, 2003; Moros et al., 2017). 


2.2 Análise de perfil químico 


Diversas abordagens de análise podem ser utilizadas para a obtenção de perfis 
químicos. O perfil metabólico é uma abordagem que visa a detecção simultânea da 
totalidade ou de um conjunto de metabólitos de uma amostra. Dentre as técnicas mais 
utilizadas para avaliação do perfil químico dos metabólitos a ressonância magnética 
nuclear (RMN), a cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas 
(CG-EM), a cromatografia líquida com detecção na região do ultravioleta (CL-UV), e/ou 
acoplada à espectrometria de massas (CL-EM) ou à ressonância magnética nuclear (CL- 
RMN), a eletroforese capilar acoplada à espectrometria de massas (EC-EM) dentre outras 
(Wolfender et al. 2003; Shulaev, 2006; Izumi et al., 2015). 

Por razões históricas, a CG-EM é a técnica mais desenvolvida para análises de 
perfis metabólicos (Roessner et al., 2000). Com ela é possível estabelecer os perfis de 
centenas de substâncias de diferentes classes químicas. Geralmente, é realizada utilizando 
ionização eletrônica (IE) ou eletrospray (ESI) como fontes de ionização e quadrupolo (Q) ou 
tempo-de-voo (TOF) como analisadores de massa (Fiehn et al., 2000, Neto et al., 2016). A 
principal vantagem desta técnica é a disponibilidade de bibliotecas espectrais acessíveis 
e sua principal limitação é a análise apenas de substâncias voláteis ou volatilizáveis por 
derivação química (sililação, acetilação, metoximação ou metilação). 

Em contrapartida, para sustâncias não voláteis o uso de CLAE-EM é a melhor 
alternativa. Sua aplicabilidade vem crescendo, especialmente após o advento da 
cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), que aumenta a eficiência da separação com 
menor tempo de análise (Pedersen et al., 2009). As fontes de ionização mais comuns são o 
eletrospray (ESI) ou a ionização química a pressão atmosférica (APCI); contudo, diferentes 
analisadores de massa podem ser empregados com suas peculiaridades (Bouslimani et al., 
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2014; Gaudêncio & Pereira, 2015). A resolução de trabalho do equipamento de EM é um 
parâmetro importante, pois analisadores de maior resolução possibilitam a determinação 
inequívoca das fórmulas moleculares dos sinais de interesse. Existe também a possibilidade 
de trabalho em tandem, onde sucessivas análises de massas podem gerar informações de 
fragmentação e importantes informações estruturais da molécula de interesse (Bouslimani 
etal., 2014). As bibliotecas espectrais, neste caso, ainda não se mostram tão abrangentes 
quanto às da CG-EM, porém, a cada ano, novas bases de dados têm surgido ou se 
ampliado no sentido de suprir as necessidades de plataformas de consultas de dados de 
espectrometria de massas com APClI ou ESl e diferentes tipos de analisadores. 

Uma alternativa viável para a análise de perfil metabólico é a EC-EM devido ao 
seu considerável poder de resolução, a necessidade de pequeno volume de amostra e a 
possibilidade de separar cátions, ânions e moléculas neutras simultaneamente (Soga et al., 
2008). Apesar disto, poucos estudos são realizados envolvendo EC e Química de Produtos 
Naturais. 

AEM apresenta maior sensibilidade do que as técnicas de RMN. No entanto, análises 
por ressonância fornecem informações mais completas sobre o conteúdo estrutural, além 
de possuir reprodutibilidade e linearidade de resposta em análises quantitativas superiores 
à EM. A RMN, portanto, é ideal para análises de grandes quantidades de amostras com 
grande diversidade de metabólitos como, por exemplo, análises em batelada (Schripsema, 
2010). No entanto, o número de substâncias detectadas é limitado a partir de uma a 
algumas dezenas (Krishnan et al., 2005, Markley et al., 2017), diminuindo sua abrangência 
de análise. É importante salientar que em perfis químicos obtidos através de espectros 
de RMN, deve-se considerar todos os sinais da substância para se obter a identificação 
inequívoca da mesma e evitar erros. Logo, a análise de substâncias em misturas complexas 
fica limitada devido à sobreposição de sinais. Para determinar com exatidão se os sinais 
observados são da molécula de interesse, se faz necessário o uso de padrões que, por 
muitas vezes, encarece o processo de análise. 

Sob uma visão geral, particularmente para estudos de desreplicação e obtenção de 
perfil químico, as técnicas acopladas/associadas EM, EM", Image EM, RMN 'H e SC 1D e 
2D, a genômica, a bioinformática e a metabolômica têm sido as ferramentas mais utilizadas 
nos últimos anos (Gaudêncio & Pereira, 2015). Os dados são tratados e analisados 
através de plataformas automáticas, após ou concomitantemente a obtenção dos dados 
(Eisenstein, M. 2006; Ito & Masubuchi, 2014; Hubert, Nuzillard & Renault, 2017). Neste 
cenário, fica evidente que o planejamento experimental deve ser realizado de maneira 
robusta e bem definida. A plataforma de aquisição de dados deve ser compatível com a 
biblioteca utilizada para a varredura automática dos dados e vice-versa (Rojas-Cherto et 
al., 2012; Gerlich & Neumann, 2013). A escolha por uma plataforma livre ou particular (que 
envolve custo para utilização) e se a comparação se dará em modo offline ou online fica a 
cargo do pesquisador. 
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Sendo assim, o uso de perfis metabólicos tem se mostrado uma ferramenta 
importantíssima para a desreplicação de extratos biológicos de diferentes naturezas, tais 
como plantas, bactérias, fungos, algas marinhas, e outros. 


2.3 Abordagens e tendências em desreplicação de amostras biológicas 


A Química Combinatória foi, durante aproximadamente duas décadas, a principal 
abordagem utilizada na busca por novas moléculas biologicamente ativas. No entanto, o 
baixo índice de acertos desta plataforma trouxe o foco novamente à pesquisa de descoberta 
e desenvolvimento de novas entidades através da Química de Produtos Naturais (Newman 
& Cragg, 2020). Historicamente, os metabólitos naturais são as fontes mais consistentes de 
ativos para fins farmacêuticos, pelo fato de que as fontes naturais produzem metabólitos de 
alta complexidade estrutural, com características únicas e com diversas vias de aplicação 
biotecnológica. 

Com o objetivo de evitar o estudo e isolamento de substâncias conhecidas, a 
desreplicação vem se tornando a mais recente abordagem para a descoberta de moléculas 
biologicamente ativas. Abordagens distintas estão sendo utilizadas para desreplicar 
amostras biológicas de diferentes naturezas. No entanto, invariavelmente, todas utilizam 
a interdisciplinaridade para alcançar seus objetivos (Gaudêncio & Pereira, 2015). A CLAE- 
EM, com uso de bibliotecas de suporte para identificação e bases de dados, possibilita 
a busca por massa e fórmula molecular, padrões de fragmentação, atividade biológica e 
até dados taxonômicos. Esta técnica é a principal fonte de estudos de desreplicação nos 
últimos anos (Wolfender et a!., 2000; Bouslimani, et al., 2014). 

Uma forma de otimizar a desreplicação é a construção de Molecular Networking, 
uma ferramenta estatística que permite comparar substâncias de um determinado extrato. 
Embora seja muito aplicado em Genômica e Proteômica, recentemente vem sendo usada 
na desreplicação de metabólitos. Substâncias quimicamente semelhantes tendem a possuir 
especiros parecidos (Gaudencio & Pereira, 2015). Assim sendo, esta técnica correlaciona 
os dados espectrométricos (EM/EM) das substâncias de acordo com sua similaridade, 
permitindo o seu agrupamento em um mapa chamado de network (semelhante a uma grande 
teia), no qual substâncias similares são agrupadas próximas umas das outras em regiões 
conhecidas como “vizinhanças químicas” (Yang et al., 2013). Esta correlação fornece ao 
analista uma ferramenta gráfica de visualização mais simples do que muitos espectros e 
o conhecimento da natureza esperada das substâncias, através da similaridade química 
(Wang et al., 2016). Isto reduz o tempo de busca e facilita a identificação de substâncias 
nos bancos de dados não indexados, ampliando as chances de identificação. 

O uso de técnicas rápidas para a varredura de extratos e/ou substâncias ativas como 
o HTS, em paralelo ou não com ferramentas de identificação de substâncias ativas, tem 
sido bastante empregado no cenário atual (Mishra et al. 2008). Nesse sentido, técnicas 
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analíticas acopladas à CLAE ganham destaque e podem estar associadas a testes biológicos 
(Nielsen & Smedsgaard, 2003; Turnbull et al., 2010; Kildgaard et al., 2017). Para auxiliar 
nas identificações e guiar estudos, diversas bases de dados encontram-se disponíveis 
online, como Dictionary NPs, Antibase, MarinLit, AntiMarin, Pubchem, ZINC, NAPROC-18, 
NMRShiftDB, GNPS, ChEBI, ChemSpider, Kegg, IIMDB, DrugBank, Therapeutic Target 
Database, PharmGKB, STITCH, SuperTarget, HMDB, BMRB, MMCD, MassBank, Golm 
Metabolome Database, Metlin, Fiehn GC-MS Database, BML-NMR, MetaboLighis database 
e mzCloud, disponíveis em Metabolomics Society, Inc. http://metabolomicssociety.org. 
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TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS PARA ISOLAMENTO DE 
PRODUTOS NATURAIS 


Acromatografia é uma das técnicas analíticas mais empregadas para a determinação 
de perfis químicos (escala analítica) e purificação (escalas semipreparativa e preparativa) 
de produtos naturais. Ela foi introduzida no meio científico no início do século XX, através 
dos trabalhos pioneiros do botânico russo Michael Semenovich Tswett, em 1906. Em 
seu primeiro trabalho, empregando carbonato de cálcio, inulina e alumina como sólidos 
(atualmente, fase estacionária) e dissulfeto de carbono como solventes (atualmente, fase 
móvel), separou com sucesso os pigmentos (clorofila) extraídos de diversas plantas (Collins, 
2009a). Neste trabalho ele introduziu o termo adsorção (Tswett, 1906a), que consistiu no 
primeiro mecanismo de separação descrito e ainda hoje empregado. Logo em seguida, 
com a mesma temática, publicou o segundo trabalho no qual veio a apresentar o termo 
cromatografia (Tswett, 1906b). Posteriormente, os estudos de Martin & Synge (1941) 
trouxeram um novo avanço, introduzindo a cromatografia líquido-líquido na separação de 
aminoácidos e o seu mecanismo de separação, a partição (Collins, 2009b), atualmente é 
o mais difundido. 

As técnicas cromatográficas desempenham um papel de grande relevância para 
a obtenção de substâncias com elevado grau de pureza. São versáteis na separação e, 
em conjunto com outras técnicas instrumentais de análise, como a espectrofotometria na 
região do UV ou a EM, permitem a identificação e a quantificação de substâncias (Collins 
et al., 2006). As técnicas cromatográficas apresentam-se em diferentes configurações e 
formatos e podem ser classificadas, inicialmente, com base na forma física do sistema 
cromatográfico em cromatografia planar e em coluna. Na cromatografia planar a fase 
estacionária (FE) é disposta sobre uma superfície planar, enquanto na cromatografia em 
coluna ela é acondicionada em um tubo cilíndrico. Em ambas, a fase móvel (FM) é um 
líquido. A cromatografia planar pode ser realizada em papel ou em placa (cromatofolha 
de alumínio ou vidro) recoberta pela FE (sólida ou quimicamente ligada), conhecida como 
cromatografia em camada delgada (CCD). Na cromatografia em coluna o estado físico da 
FM pode ser um gás (cromatografia com fase gasosa, CG) ou um líquido (cromatografia 
líquida (CL) incluindo aqui a cromatografia contracorrente (CCC)); no caso específico 
desta última, ambas as fases são líquidas. A CL em coluna inclui dois grupos: a técnica 
desenvolvida em coluna de vidro aberta, sob pressão atmosférica, também conhecida 
por CL clássica (e suas variáveis cromatografia flash e CL a vácuo - CLV) e a técnica 
pressurizada/automatizada, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 
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11 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA 


Willian Jonis Andrioli 


A CCD consiste na separação dos componentes de uma mistura através da migração 
diferencial delas sobre uma camada delgada de FE (adsorvente) imobilizada sobre uma 
superfície plana, eluídas pela FM (mistura de solventes). O processo de separação está 
fundamentado, principalmente, no fenômeno da adsorção (Tswett, 1906a). É utilizada com 
maior frequência na análise de extratos vegetais e frações, em virtude da simplicidade, 
rapidez e sensibilidade oferecidas pela técnica (Costa, 2000). 


1.1 Fases estacionárias (adsorventes) 


AFE na CCD é responsável por reter as substâncias de acordo com suas polaridades. 
Uma grande variedade de adsorventes, usados como FE para fins cromatográficos, 
pode ser adquirida para a confecção de placas no próprio laboratório (espalhamento em 
camadas de diferentes espessuras). Atualmente, as placas industrialmente preparadas são 
as mais utilizadas. Dentre os adsorventes mais utilizados estão sílica, alumina, celulose 
e poliamida, sendo o primeiro o mais versátil e utilizado para a separação de produtos 
naturais, tais como: alcaloides, flavonoides. terpenoides e esteroides pelo mecanismo de 
adsorção (Costa, 2000) 


1.2 Seleção da fase móvel 


Aescolha correta da FE e da FM permite a separação adequada dos componentes de 
uma matriz complexa, mediado pelos processos de adsorção/dessorção com as moléculas 
da amostra. Logo, a escolha da composição da FM está condicionada à natureza química 
das substâncias a serem separadas e à polaridade relativa da FE (Collins et al., 2006). 

Em uma separação adequada em CCD, as substâncias devem se distribuir ao 
longo da placa de forma que fiquem resolvidas em seu terço médio, ou seja, que não 
se concentrem próximo à origem e nem no terço final da placa após a eluição. Com um 
conhecimento prévio da polaridade do analito (extrato ou fração) realizam-se testes com 
fases móveis (um único solvente) de baixa (n-hexano), média (acetato de etila) e alta 
polaridade (metanol). De posse dessa informação, se propõe misturas binárias (geralmente) 
e se repetem as eluições até encontrar à proporção que resulte na melhor separação dos 
constituintes na placa cromatográfica. 


1.3 Fator de retardamento (R,) 


O fator de retardamento de uma substância, R,, é um parâmetro bastante relevante 
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em CCD (Collins et al., 2006). O R, é função do tipo de FE empregada e da FM, e é definido 
como a razão entre a distância percorrida pela banda da substância e a distância percorrida 
pelo eluente (figura.1). 


Portanto: dr (Equação.1) 
m 
Onde: d, = distância (cm, mm) percorrida pela substância; d, = distância (cm, mm) 


percorrida pela frente da fase móvel. 


—» Linha de chegada 
da fase móvel 


—> Ponto de partida 


—> Profundidade 
da fase móvel 


Figura 1. Ilustração do fator de retenção em cromatografia de camada delgada. 


Cabe ressaltar que as condições experimentais devem ser fixadas (adsorvente, 
espessura, eluente etc.). Em condições estabilizadas, a velocidade de migração de cada 
constituinte é constante e, assim, pode-se utilizar este valor numérico para a análise de 


substâncias presentes em diferentes amostras, aliadas à revelação das cromatoplacas. 


1.4 Reveladores 


A revelação das cromatoplacas consiste em tornar visíveis as substâncias incolores 
presentes na amostra. As substâncias orgânicas com ligações duplas conjugadas 
(cromóforo), sobretudo com anéis aromáticos, podem ser visualizadas através da 


exposição da placa com indicador de fluorescência a radiação UV Este método 


254/365nm” 
físico não degrada as amostras analisadas. Substâncias orgânicas com tais características 
podem também ser reveladas mediante a exposição da cromatoplaca a vapores de iodo 
em recipiente fechado. O iodo complexa com ligações duplas (T1) e pode ser posteriormente 
eliminado, na maioria dos casos, através do aquecimento da placa, que pode então ser 
revelada com outro reagente químico. Na tabela 1 é apresentado reveladores químicos 


para as diversas classes de produtos naturais (Rickl & Bladt, 2009). 
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Tabela 1. Reveladores para a cromatografia em camada delgada 


Reveladores Detecção 
anisaldeído sulfúrico esteroides, terpernoides 
vanilina sulfúrica esteroides, terpenoides, flavonoides 
sulfato de cério (IV) triterpenos, diterpenos, sesquiterpenos etc 
cloreto férrico fenóis e flavonoides 
cloreto de alumínio flavonoides 
ácido p-toluenossulfônico catequinas, esteroides etc 
tiocianato de cobalto (II) alcaloides e aminas 
reagente de Dragendorff alcaloides 
hidróxido de potássio a 10% de etanol cumarinas, antronas, antraquinonas 
ácido sulfúrico reativo universal 
permanganato de potássio + H,SO, reativo universal 
difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP/PEG) substâncias fenólicas 
iodo metálico (em cuba cromatográfica) sistema 1 


1.5 Aplicações da CCD no isolamento de produtos naturais e da cromatografia 
em camada delgada de alta eficiência (CCDAE) 

Dentre as modalidades cromatográficas, certamente a CCD apresenta grande 
versatilidade para a análise de misturas complexas e para os processos de isolamento 
de diferentes classes de produtos naturais. Um avanço da CCD é a CCDAE, que uma 
ferramenta mais robusta, simples, rápida e eficiente na análise quantitativa de produtos 
naturais, muito embora os custos ainda limitem seu uso em rotinas laboratoriais. Trata-se de 
uma técnica analítica que busca aumentar a resolução das substâncias a serem separadas 
e permitir análises quantitativas. Algumas das melhorias, como o uso de partículas de 
tamanho menor (5 um) na FE, permitem conseguir uma melhor resolução. Quanto aos 
resultados do processo de separação em CCDAE, a detecção visual é adequada para 
análises qualitativas. Contudo, para uma análise quantitativa é necessária a obtenção de 
informações estruturais das substâncias separadas para a escolha do modo de detecção. 
Técnicas de UV-DAD, espectroscopia de fluorescência, EM, espectroscopia na região 
do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e espectroscopia Raman têm sido 
aplicadas para a detecção in situ nas zonas de analitos em placas de CCD (Attimarad et 
al., 2011). 

Cabe ressaltar a importância da CCD preparativa, que permite o isolamento de 
substâncias com a utilização de placas recobertas com camada de sílica gel em espessuras 
superiores àquelas utilizadas em placas cromatográficas analíticas (0,25 mm). Devido à 
maior espessura da FE que recobre a superfície do suporte (0,50; 0,75; 1,00 mm), a técnica 
permite a separação das substâncias com a aplicação de matrizes naturais em quantidades 
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superiores às praticadas em CCD analíticas. Após a eluição da amostra, a FE referente 
a banda cromatográfica isolada é recuperada e extraída, para a obtenção da substância 
pura. A seguir, são apresentados alguns exemplos do uso da CCD para a separação de 
classes químicas de produtos naturais. 


Terpenoides 

Aincorporação de reagentes aos adsorventes tem sido utilizada visando a separação 
de isômeros ou estruturas muito similares. Uma das misturas mais utilizadas é a sílica 
com 3 a 30% de nitrato de prata (AgNO,) para separar substâncias insaturadas, devido 
à formação de complexos entre o íon Ag* e as ligações rt. Pinto e colaboradores (2008) 
realizaram o isolamento dos sesquiterpenos siliperfol-6-eno e a-guaieno, do óleo essencial 
de Anemia tomentosa, usando placas preparativas impregnadas com AgNO, (figura 2). 


a-guaieno 


Silfiperfol-6-eno 


Figura 2. A) Comparação da CCD com sílica e sílica impregnada com AgNO,. B) CCD preparativa com 
zona de concentração em placa impregnada com AgNO,. OE: óleo essencial de Anemia tomentosa; M 
— Mistura de a-guaieno e siliperfol-6-eno 


Flavonoides 


Estas substâncias fenólicas têm variadas aplicações farmacêuticas e medicinais e 
estão amplamente distribuídas no reino vegetal. Chen e colaboradores (2005) descreveram 
o isolamento de flavonoides de extratos de folhas de Muntingia calabura por CCD: duas 
di-hidrochalconas, 2º,4'-di-hidroxi-3'-metóxi-diidrochalcona (1), (-)-3-metóxi,2',4º,B-tri- 
hidróxi-diidrochalcona (2), (25)-(-)-5"-hidróxi,7,3',4-trimetoxiflavanona (3) e um novo 
derivado flavonol, muntingona (4) (figura 3). Após cromatografias usando colunas com 
gel de sílica, as quatro substâncias foram submetidas a uma etapa final de purificação 
utilizando placas preparativas de CCD com misturas binárias de solventes, nas seguintes 
condições: substância 1 — clorofórmio:acetato de etila 30:1 (R, 0,81); substâncias 2 e 3 — 
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diclorometano:metanol 2:1 (R, 0,64 e 0,81) e substância 4 — clorofórmio:metanol 45:1 (R, 
0,76). 


OH 
(o) 
(o) 
(1) R4 e H, Ro= OcHs 
(2) R4 = 0H, R5= OCH (3) (4) 


Figura 3. Flavonoides isolados de folhas de Muntingia calabura. 


Alcaloides 


Outra possibilidade é a separação de alcaloides em placas de sílica impregnadas com 
ácido. Silva e colaboradores (2007) descrevem a separação de alcaloides oxaporfínicos a 
partir de extratos de espécies da família Annonaceae (Duguetia furfuracea, D. glabriuscula 
e Unonopsis lindmanii) em placas de gel de sílica impregnadas com ácido oxálico a 12,1% 
(m/m) (figura 4). 


Ra 
R> 
e Ry + R5= OCH,0, R$=R4= H (1) 
” /N RytR$=0CH,0, RH, Ry= OCH; (2) 
' R4 + Ro= OcH,0, Ro=R4= OCHs (3) 
fo) Ri=R,= OCHs, R9=R4= H (4) 
Ri=Ro=Ra= OCHs, Ry= H (5) 
Rá 


Figura 4. Separação dos alcaloides oxaporfínicos liriodenina (1), lanuginosina (2), oxobuxifolina (3), 
lisicamina (4) e O-metilmoscatolina (5) em suportes de gel de sílica (1 mm de espessura): (A) revelador 
HCl 5% em etanol, eluente clorofórmio:metanol a 2%; (B) impregnada com ácido oxálico a 12,1% 
(m/m), eluente clorofórmio:metanol a 22%, sem revelação; (M) mistura dos alcaloides. 


21 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM COLUNA 


Denise Oliveira Guimarães 


A cromatografia líquida em coluna (CL) é um método físico-químico de separação, 
com a FE acondicionada em um tubo cilíndrico. Existe uma grande possibilidade de 
combinações entre diferentes FMs e FEs em sistemas de colunas abertas, a vácuo ou 
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sob pressão, permitindo maior versatilidade em processos de separação (Butnariu, 2016; 
Collins et a/., 2006). Desta forma, neste tópico serão abordadas a CL “clássica”, realizadas 
em colunas de vidro a pressão atmosférica, em que a FM é impulsionada pela força da 
gravidade; a cromatografia flash, também conhecida por cromatografia de baixa ou média 
pressão, que opera sob pressões na faixa de 50 a 200 psi, enquanto a CLAE opera ao 
redor de 1000 psi; e a CL a vácuo que opera sob pressões negativas. As separações 
utilizando estas técnicas podem ser realizadas em escala analítica (colunas de vidro com 
diâmetro interno (D.I.) de 2-6 mm), preparativa (colunas de vidro com D.I. de 6-50 mm), 
industrial (colunas de vidro com D.l. acima de 50 mm). Adicionalmente, podemos citar o uso 
da técnica de coluna de microdiâmetro (colunas de vidro com D.l. de 1-2 mm) ou capilar 
(colunas com D.I. menor do que 1 mm), porém são pouco utilizadas na rotina de purificação 
de produtos naturais de origem vegetal (Collins et al., 2006). 


2.1 CL “clássica” 


A CL “clássica” é a forma de separação mais comum e, normalmente, é realizada 
em colunas de vidro preenchidas com a FE. A eluição da FM pelo sistema ocorre através 
da força da gravidade em modo isocrático ou gradiente. Esta técnica pode ser empregada 
tanto para amostras com grande variedade de constituintes químicos quanto para as semi- 
purificadas. A escolha do tamanho da coluna deve levar em consideração a quantidade da 
amostra a ser aplicada, que pode ser bem variável. As principais FE empregadas nesta 
técnica são: gel de sílica em fase normal (mais comum, com tamanho de partícula entre 
0,063 — 0,200 mm) ou fase reversa (C-8 e C-18, principalmente), alumina, poliestireno, 
poliacrilamida e carboidratos (Collins et al., 2006). 


2.2 Cromatografia flash 


A cromatografia flash (CF) tem sido usada na separação de extratos brutos e 
frações semi-purificadas. É uma técnica de rápida execução e realizada em coluna de 
vidro adaptada com torneira ou cartuchos que podem ser adquiridos comercialmente, como 
Sepacoreº X10, X50 de sílica, C-18, amino/diol ou alumina neutra, ácida e básica. Eles 
podem ser utilizados na purificação de extratos brutos vegetais em escala preparativa, 
em faixas que vão de gramas a quilogramas. Aplica-se pressão no topo da coluna com 
nitrogênio ou ar comprimido, favorecendo um influxo mais rápido do eluente pela coluna. 
Isto permite o uso de partículas de diâmetros menores como, gel de sílica entre 0,040 — 
0,063mm, favorecendo a separação por aumento da resolução das bandas cromatográficas. 
É possível o emprego de sistemas mais simples, como a coluna em vidro adaptada para 
uso de ar comprimido (figura 5) ou o uso de sistemas mais sofisticados, como o uso de 
sistema de detecção na região do UV acoplada à coluna e o uso de cromatografia por fluído 
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supercrítico (Bucar et al., 2013). 


2.3 Cromatografia líquida a vácuo 


A CL a vácuo (CLV) é comparável à CCD preparativa e pode ser levada à secura 
após a eluição de um determinado sistema de FM para subsequente eluição ou repetição 
da eluição. É uma técnica simples e de fácil acesso e que tem sido considerada como 
estratégia de purificação para várias classes de metabólitos secundários. Ao contrário da 
cromatografia flash, que se utiliza de pressão positiva, na CLV é utilizado um sistema de 
vácuo (pressão negativa) para favorecer a eluição da FM através da FE, sendo possível 
utilizar amostras em quantidades superiores a 30 g. A FE mais comum desta técnica é o 
gel de sílica em fases normal ou reversa (tamanho de partícula, 5 a 40 um), mas também 
pode ser utilizada com AI,O, ou poliamida. A montagem deste sistema é feita num filtro de 
vidro de diâmetro de maior calibre (5-20 cm) com suporte de vidro sinterizado acoplado 
com bomba de vácuo e Erlenmeyer (Figura 9.5), e comprimento de 10-20 cm. Esta técnica 
é recomendada para fracionamentos iniciais após a obtenção do extrato bruto, bem como 
frações semi-purificadas (Bucar et al., 2013). 


Eluição - fase móvel D Eluição - fase móvel 
E 


A - Pressão: ar comprimido 
ounitrogênio 


Amostra -— e Algodão 


Fase estacionária « |. 


Papel de filtro (==, paca sinterizada 


Algodão 
Amostra 
Vácuo 


Fase estacionária 


Algodão 


B - Eluição à vácuo «— 


C - Eluição pela força da gravidade 
Figura 5. Colunas flash. (A) Sistema de pressão com ar comprimido ou N, na parte superior; coluna 


de baixa pressão a vácuo; (B) o sistema de vácuo fica na saída da coluna; (C) coluna sob pressão 
atmosférica; (D) CLV com uso de filtro com placa sinterizada e sistema de vácuo. 


2.4 Fases estacionárias e fases móveis 


O mecanismo de separação envolvido na separação depende do tipo de FE. A 
escolha da FM se baseia no tipo da FE a ser empregada e nas características físico-químicas 
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da classe química a ser isolada. Antes de realizar a escolha da técnica cromatográfica 
para purificação, faz-se necessária a avaliação do perfil químico de separação em escala 
analítica, p. ex. CCD, considerando as diversas combinações entre as FE e as FMs 
disponíveis. No quadro 1 são mostrados os tipos mais comuns de FE empregadas na 
purificação de produtos naturais por CL (Collins et al., 2006; Butnariu, 2016; Gitoglu & 
Acikara, 2012). 


Quadro 1 Exemplos de FEs e FMs mais usadas em CL para isolamento de produtos naturais e seus 
respectivos mecanismos de separação. 


casi Mecanismo i Ru 
Característica da FE Mecanismo | Solventes | Tipo de substância 


n-hexano, 
acetato de etila, lipofílicas: ácidos 
clorofórmio, graxos, terpenos, 
diclorometano, alcaloides, esteroides 
acetona, e outros 
n-butanol e água 


caráter levemente ácido, 
uma das mais usadas adsorção 
para purificação de PN 


gel de polar ou apolar fase ligada metanol, água, polares: flavonoides, 
sílica (fase | (depende da fase ligada (adsorção/ acetonitrila, taninos, heterosídeos 
reversa) à sílica) partição) acetona em geral 


aaa pa ro n-hexano, lipofílicas: alcaloides 
alumina : dE ds ia FEM d E acetato de etila, esteroidais, 
(ALO,) ppa apr ER clorofórmio, hidrocarbonetos 
p 9 diclorometano. policíclicos 


sílica 


teroi lipí 
ntexano, | estados ines, 
silicato de possui propriedades acetato de etila, a detvados 
magnésio intermediárias às da adsorção clorofórmio, de açúcares 
(Florisil) alumina e sílica diclorometano, aiolonoidas A 
Restona: porfirinas 


il solventes a 
utilizada como suporte = e polares: fenólicas 
A rtição/tr rgânicos Pd PR 
celulose da FE líquida por pa a PR au ácidos carboxílicos, 
partição ou troca iônica aminoácidos e outros 


não com água 


= n-hexan 
formação exAro:. 
RED acetato de etila, aii = 
es suado de ligações pai fenólicas e ácidos 
poliamida poliamida 11 ou 6 : A clorofórmio, RR 
hidrogênio didoromoiano carboxílicos 
ntre FE e FM ' 
dido a acetona. 
; polimerização de . 
Ram ente estireno e divinilbenzeno adsorção etanol, água algatades apoios o 
XAD E polares em geral 
de característica apolar 
solventes Ee dis 
, . : a lipí hormônios 
Sephadex | derivado hidropropil de eslusão orgânicos p REU ? 
LH-20 dextrana entrecruzada. misturados ou substâncias fonóligas 
não com água 


Técnicas cromatográficas como a CL, CLV ou CF têm sido empregadas como 
estratégias para processos de separação de extratos brutos e purificação de substâncias 
orgânicas como veremos a seguir. 
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2.5 Isolamento de produtos naturais por cromatografia em coluna 


Diante das inúmeras possibilidades de emprego das técnicas cromatográficas para 
o isolamento de produtos naturais, a escolha desta deve levar em consideração as classes 
de substâncias mais comumente encontradas em amostras vegetais: moléculas de baixa 
polaridade (ácidos graxos, terpenoides), média (substâncias fenólicas, alcaloides de baixa 
polaridade, diterpenos oxigenados, triterpenos, esteroides) e alta (glicosídeos, alcaloides 
polares, triterpenos altamente oxigenados, açúcares, peptídeos e proteínas) (quadro 2) 
(Collins et al., 2006; Butnariu, 2016; Gitoglu & Acikara, 2012; Lopes et al., 2012). 


Quadro 2: Exemplos de técnicas cromatográficas usadas na purificação de classes de metabólitos 
secundários. 


Classe de Técnicas Tipo de sistemas 
Polaridade metabólitos cromatográficas cromatográficos em coluna 
secundários mais empregadas utilizados 


Gel de sílica com eluição 
CG preparativa é a isocrática em pentano, 
Mono e mais utilizada, porém éter de petróleo, hexano 
sesquiterpenos CL em coluna e CF ou gradiente de misturas 
podem ser utilizadas de solventes de polaridade 


Baixa polaridade crescente. 


Celulose, gel de sílica, 
alumina, silicato de magnésio 
Carotenoides com eluentes de baixa 
polaridade (hexano, acetato 
de etila) 


Flavonoides, 
isoflavonas, 
flavanonas, di- CL é de maior uso 
Média polaridade hidroflavonois, devido sua praticidade 
flavonas muito de baixo custo 
metiladas ou 
acetiladas e flavonois 


Gel de sílica, poliamida, 
Sephadex, celulose 


Poliamida em fase reversa e 
eluição com gradiente água/ 
metanol/acetato de etila 


Flavonoides 
glicosilados 


Alta polaridade Sephadex com eluição 
em acetona. Etanol e 
CL de baixa pressão metanol bons solventes 
para eluição/purificação de 
proantocianidinas 


Polifenois de alto 
peso molecular 


Siglas: CG — cromatografia com fase gasosa; CL — cromatografia líquida; CF — cromatografia flash; CLV 
— cromatografia líquida à vácuo. 


Os metabólitos vegetais apresentam singularidades estruturais relacionadas à 
presença de um ou mais centros quirais. Em muitos casos, é importante considerar técnicas 
que permitirão o isolamento de substâncias enantioméricas. A técnica mais comumente 
empregada para a purificações enantioméricas é a CLAE com o uso de colunas quirais 


diretamente com os respectivos enantiômeros ou indiretamente com produtos de suas 
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derivações (Bucar et al., 2013). A volatilidade dos monoterpenos, sesquiterpenos e 
fenilpropanoides, e a ionização de polifenóis e alcaloides, dentre outras também devem ser 
consideradas no processo de isolamento. 


Terpenoides 


Um exemplo de separação de substâncias de baixa polaridade é o isolamento de 
voláteis presentes em óleos essenciais. As análises quali/quantitativa de uma amostra de 
óleo essencial são feitas por cromatografia com fase gasosa e detecção por espectrometria 
de massas e por ionização em chama utilizando padrão de m-alcanos para o cálculo de 
Índice de Retenção Linear para, em seguida, comparar os resultados com banco de 
dados (Collins et a!., 2006). Entretanto, técnicas cromatográficas de separação podem ser 
empregadas na purificação dos constituintes dos óleos essenciais, como o emprego da 
cromatografia flash (Lopes et al., 2012) empacotada com gel de sílica impregnada com 
AgNO, (2,5%) e eluída com clorofórmio para os hidrocarbonetos com insaturações. 


Alcaloides 


Os alcaloides são moléculas que possuem grande representatividade na natureza 
e, como característica estrutural, apresentam pelo menos um grupamento amina em sua 
estrutura. Substâncias alcaloídicas têm uma complexa diversidade estrutural, onde seu 
átomo de nitrogênio apresenta-se, geralmente, com caráter básico e pode ser convertido à 
forma de sal quando combinado com algum ácido. O trabalho de purificação de alcaloides 
é bem específico e, desde a obtenção de extrato bruto, deve-se proceder a métodos de 
extração próprios desta classe de metabólitos. Para a purificação de produtos naturais 
contendo grupamento químicos possíveis de serem ionizados, como as aminas presentes 
nos alcaloides, podem ser empregadas resinas de troca iônica como fase estacionária 
em técnicas cromatográficas de coluna. Nessa forma de separação é possível monitorar 
o grau de interação do analito com a fase estacionária modificando o valor de pH da 
fase móvel. Resinas catiônicas têm sido empregadas com sucesso para a purificação de 
alcaloides, como exemplificado no trabalho de Chao et al. (2018). Neste estudo, o extrato 
bruto metanólico da planta Daphniphyllum glaucescens, após processo de extração prévia 
de clorofila e derivados lipídicos com hexano, foi submetido a coluna cromatográfica 
preenchida com resina catiônica (Dowex 50WX4) para retenção de derivados alcaloídicos, 
sendo possível o isolamento de novos esqueletos alcaloídicos — glaulactamas A-C. 
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Flavonoides 


No trabalho de Lage, 2011, a partir do extrato bruto etanólico das folhas de Annona 
crassiflora foi realizada uma partição líquido-líquido entre clorofórmio e metanol/água. A 
partir da fração hidroalcóolica foi possível o isolamento de derivados flavonoídicos como 
o peltatosídeo (glicosídeo) e (-)-epicatequina empregando-se técnicas cromatográficas 
sequenciais em coluna: poliamida reversa eluída com gradiente de água/metanol/acetato 
de etila e Sephadexe LH-20 com eluição em metanol. Para a purificação final de ambas 
as substâncias foi utilizado CCD preparativa com gel de sílica 60. Esse exemplo ilustra a 
contribuição de fases estacionárias com diferentes mecanismos de separação associado 
à separação por peso molecular (Sephadex LH-20). A adsorção em fase reversa pode 
ser útil em processos iniciais para a purificação de extratos brutos ou frações contendo 
substâncias fenólicas na forma de glicosídeos ou agliconas. 


31 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 


Fernando Armani Aguiar 


Thiago Barth 


A CLAE é um avanço da CL em coluna clássica (figura 6). A FE também se encontra 
no interior de um tubo, chamado de coluna cromatográfica (figura GF). A diferença para a 
técnica pioneira é a impulsão da FM pela FE por ação de bombas de alta pressão (figura 
6C) e, ao final da coluna, diversos detectores (figura 6G) podem ser usados. Ao final da 
cromatografia, os dados quali/quantitativos são processados (figura 6H). 

As FMs (figura 6A) são compostas por solventes e, para que possam ser utilizados 
com este propósito, devem apresentar características como: alto grau de pureza; solubilizar 
a amostra sem decompor seus componentes; não dissolver a FE; ser compatível com o 
detector; não ser tóxico; apresentar baixa viscosidade e polaridade adequada para permitir 
a separação dos componentes da amostra. Outra característica importante às separações 
cromatográficas consiste no modo de eluição, que pode ser conduzida no modo isocrático, 
no qual a composição da FM é constante ao longo da análise, e por gradiente, no qual ela 
se modifica durante a análise. A separação por gradiente é comumente indicada para a 
separação de misturas complexas, pois apresenta como principal vantagem o aumento do 
poder resolutivo da análise. 
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Figura 6: Representação de um cromatógrafo líquido de alta eficiência: A) reservatórios de fase móvel; 
B) desgaseificador; C) bomba; D) injetor de amostras; E) compartimento de colunas; F) coluna de 
separação; G) detector; H) processador de dados. 


As colunas (figura 6F) podem ser empacotadas com diferentes tipos de partículas, 
que diferem em função de sua natureza química, diâmetro, forma e porosidade. O diâmetro 
das partículas empregadas em colunas para CLAE, atualmente, variam na faixa de 10 
a 1,7 um (Lanças, 2011). A redução do diâmetro, no intuito de aumentar a eficiência de 
separação em tempos reduzidos de análise, leva a aumentos de pressão superiores 
ao suportado por cromatógrafos convencionais. O uso de colunas empacotadas com 
partículas com diâmetro < 2,6 um não são adequadas a estes equipamentos, o que levou 
ao desenvolvimento de cromatógrafo de ultra eficiência (CLUE), que suportam pressões 
superiores aos instrumentos mais comuns. 

Além do tamanho da partícula, outro fator importante é sua forma, que pode ser 
esférica ou irregular. Quanto menor for a partícula e mais uniforme for seu diâmetro, maior 
será a eficiência da separação, melhorando assim o processo de difusão das moléculas 
da amostra. As partículas menores reduzem a distância de contato do soluto com a FE e a 
FM, facilitando o equilíbrio e, consequentemente, melhorando a eficiência da coluna. Além 
disso, estes materiais podem ser completamente porosos e peliculares (superficialmente 
porosos). A figura 7 apresenta uma separação comparativa de substâncias fenólicas em 
ambos os materiais, mostrando um ganho em velocidade de análise (menor tempo de 
retenção, t,) mas com manutenção da eficiência de separação (número de pratos teóricos, 
N). 
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Figura 7. Análises cromatográficas empregando colunas com: A) partículas totalmente porosas 
(Nucleosil C,, 250 x 4,6 mm, 5 um). B) partículas superficialmente porosas (Ascentis C,, 100 x 4,6 
mm, 2,7 um). Às soluções-padrão das substâncias fenólicas estão na concentração de 130 ug mL”: 
(1) ácido gálico, (2) ácido caftárico, (3) catequina, (4) ácido clorogênico, (5) ácido p-cumárico, (6) 
epicatequina, (7) quercetina, (8) rutina, (9) cumarina. Ambas as análises empregaram, como FM, 
acetonitrila e solução de ácido acético 5% e eluição por gradiente. C) Gráfico do tempo de retenção 
das substâncias fenólicas analisadas em colunas totalmente e superficialmente porosas. D) Gráfico do 
número de pratos teóricos das colunas totalmente e superficialmente porosas usadas para a análise 
das substâncias fenólicas. 


A possibilidade de combinações de diversos materiais como FEs e a seleção de 
diferentes tipos de solventes como FMs, associado ao uso de diferentes detectores, torna a 
técnica extremamente versátil. Apesar disso, o isolamento de produtos naturais ainda é uma 
tarefa desafiadora. A escolha da coluna apropriada e da FM são passos cruciais. A escolha 
do modo de eluição (isocrática ou por gradiente) visando garantir uma boa separação e no 
menor tempo de análise, é igualmente importante. 

Como já mencionado, a composição da FM no modo isocrático permanece 
constante durante toda a análise cromatográfica, este é o modo preferido de eluição por 
sua repetibilidade e simplicidade. Nos casos em que os componentes da mistura não 
podem ser separados adequadamente por este modo, pode ser necessário usar a eluição 
por gradiente. Isto ocorre em situações onde encontram-se misturas com componentes de 
solubilidades variadas, o que é frequentemente observado na análise de produtos naturais. 
A mudança na composição da FM, em eluição por gradiente, pode ocorrer em intervalos 
definidos ou de forma contínua durante toda a análise. 

A otimização da eluição por gradiente é mais complexa, apresentando dificuldades 
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na transferência de método entre colunas, instrumentos e laboratórios, em comparação 
com a eluição isocrática. Além disso, podem aparecer sinais “fantasmas”, maior ruído de 
linha de base e problemas associados à mistura de solvente, que dificultam a quantificação. 
Entretanto, a eluição por gradiente fornece uma análise global mais rápida, sinais mais 
estreitos e boa resolução (melhor separação) em comparação com a eluição isocrática, 
melhor precisão do t,, área e altura do sinal cromatográfico (Schellinger & Carr, 2006). 

No isolamento de produtos naturais, sugere-se, inicialmente, que seja realizada uma 
análise da mistura para avaliar o número de componentes e identificar as substâncias 
de maior interesse. Isto deve ser feito em escala analítica injetando-se a amostra na 
coluna em condições de menor força cromatográfica. Procedendo-se desta maneira os 
componentes da amostra que ocupam menos de 10% do espaço inicial de separação desta 
análise são mais bem separados por eluição isocrática, e os componentes da amostra que 
ocupam acima de 10% do tempo de separação inicial devem ser separados por gradiente 
(Schellinger & Carr, 2006). 

Uma vez escolhido o modo de eluição, deve-se então selecionar a escala analítica 
ou preparativa. Neste ponto, a CLAE é uma ferramenta valiosa e eficiente no isolamento 
de produtos naturais (Snyder, 2010; Sousa et al., 2012). A CLAE em escala analítica 
emprega em geral colunas com diâmetro interno de 4,6 mm, e envolve pouca quantidade 
de amostra, da ordem de microgramas, sem depender da sua recuperação. Na escala 
preparativa são analisadas maiores quantidades de amostra na ordem de miligramas a 
gramas para a obtenção de substâncias puras para elucidação estrutural ou realização de 
ensaios biológicos (Jin et al., 2016). O que diferencia a CLAE em escala preparativa da 
CLAE em escala analítica é a maior carga de injeção de amostra (quantidade e volume) 
aplicada na escala preparativa (Feng et al., 1996; Jandera et al., 1997; Snyder, 2010). 
Isto reflete nas características das colunas cromatográficas utilizadas e leva a uma maior 
taxa de recuperação das substâncias. As dimensões das colunas, empregadas em escala 
analítica, são de 5 a 30 cm de comprimento, diâmetro interno entre 2 e 6 mm, tamanho de 
partículas de 3, 5 e 10 um. Na escala preparativa o comprimento é > 20 cm, diâmetro > 10 
mm e o tamanho de partícula > 10 yum. Com relação a vazão, usam-se valores < 1 mL/min 
em escala analítica e superiores a 3 mL/min em escala preparativa (Guillarme et al., 2008; 
Aubin e Cleary, 2009). 


3.1 Detectores 


Estes componentes do sistema cromatográfico detectam a presença do analito na 
amostra após a separação. Eles medem, de forma contínua, alguma propriedade físico- 
química do meio (analito + FM) ou do analito. Aqueles que detectam alguma propriedade 
físico-química do meio são chamados de universais e os que medem alguma propriedade 
físico-química da(s) substância(s) presentes(s) na amostra são chamados de detectores 
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seletivos. Além desta primeira classificação, podem também ser classificados como 
destrutivos ou não-destrutivos, em relação à integridade da amostra após a análise. Os 
detectores ópticos por absorvância na região do ultravioleta-visível (UV-vis) e os detectores 
por índice de refração são exemplos de não-destrutivos que permitem o recolhimento da 
amostra após detecção. Por sua vez, os espectrômetros de massas são exemplos de 
detectores destrutivos. 

Os detectores devem também apresentar algumas características desejáveis, 
como alta detectabilidade (limite de detecção), seletividade e operar numa faixa ampla 
de resposta linear para concentração/massa dos solutos, o que permite seu uso com 
fins quantitativos. A detectabilidade está relacionada aos níveis de ruído ocasionado por 
alterações de temperatura, voltagem, flutuações dos sinais elétricos, bolhas, entre outros. 
A seletividade, por sua vez, é determinada pelas características específicas dos analitos e 
na medida em que estes diferem das características da matriz da amostra (Collins et al., 
2006). 

Os detectores mais empregados em CLAE, tanto em escala analítica como 
preparativa, para detecção de produtos naturais são aqueles na faixa eletromagnética do 
UV-vis, espectrômetro de massas, de índice de refração e de espalhamento de luz. 


Detecção por absorvância no ultravioleta e no visível 


Estes detectores utilizam-se das propriedades eletromagnéticas de absorção dos 
analitos nos comprimentos de onda no UV-vis. A absorção medida em um determinado 
comprimento de onda segue a lei de Beer-Lambert: 

A = ebc (Equação 2) 

Em que “e” é a absortividade do analito, “b” é o comprimento do caminho óptico e “c” 
é a concentração do analito. Seu uso é adequado para moléculas que possuem cromóforos 
capazes de absorver radiação luminosa neste intervalo de comprimento de onda (UV-vis: 
190 — 800 nm) (Skoog et al., 2009). Existem três tipos de detectores por absorvância: 

- Fotométrico: funciona com um ou dois comprimentos de onda fixos. A maior parte 
destes detectores opera em comprimentos de onda de 254 e 280 nm. 


- Espectrofotômetro de comprimento de onda variável: com este detector é possível 
selecionar o comprimento de onda mais adequado para a detecção do analito na 
faixa de 190 — 800 nm, porém não é possível armazenar informações espectrais das 
substâncias analisadas. 


- Espectrofotômetro com arranjo de diodos: este detector permite análises em 
diferentes comprimentos de onda, simultaneamete, gerando cromatogramas 
tridimensionais mostrando a absorvância em função do comprimento de onda 
e tempo de retenção. Assim, possibilita a obtenção de espectros de absorção na 
região do UV-vis para cada analito da amostra, além de fornecer informações sobre 
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a presença de substâncias coeluindo por meio de medidas de pureza de sinal. Este 
detector desempenha importante papel na análise de produtos naturais fornecendo 
informações estruturais preliminares (Collins et a!., 2006). 


Detecção por índice de refração 


O detector por índice de refração é uma importante ferramenta para a análise de 
substâncias que não apresentam cromóforos. Ele mede a diferença no índice de refração 
do eluente que sai da coluna, contendo os componentes da amostra, e a FM pura. Sua 
resposta é universal, contanto que o índice de refração da substância analisada seja 
diferente do da FM. Ele apresenta reduzida detectabilidade e, dentre outras limitações, é 
também sensível a variações de vazão, temperatura e composição de fase móvel, limitando 
seu emprego em eluições em modo isocrático. Apresenta aplicações analíticas limitadas, 
porém muito empregado em análises preparativas (por não ser destrutivo) (Wolfender, 
2009). 


Detecção por espalhamento de luz 


Estes detectores baseiam-se na evaporação da FM por um fluxo de gás inerte 
aquecido, na maioria das vezes nitrogênio. Em seguida, as partículas sólidas resultantes 
do analito, não volátil, passam através de um feixe de luz de laser, espalhando-o e, assim, 
gerando uma redução da intensidade do feixe de luz que atinge o fotodiodo. A grande 
maioria das substâncias analisadas por CLAE respondem a este detector, porém sua 
sensibilidade pode diminuir para analitos voláteis. Nestes detectores, sua resposta está 
relacionada com a quantidade de analito presente, não às suas propriedades espectrais. 
Assim, ele é empregado na detecção de analitos termicamente estáveis e é considerado 
um detector quase universal. Apresenta, como aplicação, a detecção de substâncias que 
não apresentam cromóforos, assim como o detector por índice de refração (Wolfender, 
2009). 


Detecção por espectrometria de massas 


A combinação da CLAE com a espectrometria de massas (CLAE-EM) é uma 
ferramenta de grande poder qualitativo e quantitativo, pois possui alta detectabilidade 
e seletividade. Além de gerar dados de massa molecular dos solutos, eles são capazes 
de identificar massas e proporções de fragmentos destes solutos, gerando um espectro 
de massas. A EM é uma técnica rápida e de alta sensibilidade que permite a análise da 
composição química de uma determinada substância isolada, ou de diferentes substâncias 
em misturas complexas com baixíssimas concentrações, através da determinação de suas 
massas moleculares na forma iônica (carregadas positiva ou negativamente), conhecida 
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como razão massa/carga (m/z). Um espectrômetro de massas é composto por 3 módulos 
principais: fonte de ionização, analisador de massas e detector (Lanças, 2009). 

A ionização é um processo de conversão de um átomo ou molécula em um íon 
(positivo ou negativo). Dependendo da fonte ionizadora empregada os produtos podem ser 
formados através de um dos três processos químicos principais, como: remoção/adição de 
um elétron resultando em íons radicais (M* ou M”); protonação/desprotonação, gerando 
moléculas protonadas ([M+H]*')/desprotonadas ([M+H]); e cationização/anionização, que 
resulta em moléculas cationizadas ([M+Na]*)/anionizadas ([M+CI]). As fontes de ionização 
mais empregadas em sistemas de CLAE-EM são eletrospray (ESI), ionização química à 
pressão a atmosférica (APCl|) e ionização por fótons à pressão atmosférica (APPI). Dentre 
estas formas de ionização branda, o modo de ionização por ESI é o mais utilizado na 
análise de uma variedade de moléculas polares ou iônicas, termolábeis ou com massa 
molecular elevada (>1000 Da). A ESI é geralmente empregada associada a separações 
cromatográficas por fase reversa, em vazões baixas de FM. Opera tanto em modo de 
ionização negativo (ESI-) como positivo (ESl+), sendo o primeiro geralmente mais eficiente 
para a ionização de substâncias de caráter ácido e o segundo, para as básicas. A segunda 
fonte mais usada, a APCI, é empregada nas análises de substâncias de polaridade baixa 
a intermediária e com massa inferior a 1500 Da. Utiliza faixa de temperatura alta (300- 
400 ºC) para dessorção térmica dos analitos, apresenta aplicabilidade tanto em fase 
normal como por fase reversa e sua capacidade de ionização é diretamente proporcional 
à vazão da FM. Finalmente, a APPI é a fonte de ionização mais recente empregada em 
CLAE-EM e, diferente das demais, é aplicada nas análises de substâncias apolares ou de 
polaridade muito baixa. Semelhante à APCI, a APPI é aplicável em fase normal e reversa, 
preferencialmente em vazões baixas de FM. Esta técnica de inonização não é recomendada 
para substâncias termolábeis (Lanças, 2009; Da Silva; Collins, 2011). 

Outro componente importantíssimo do espectrômetro é o analisador de massas, 
que consiste em um ambiente sob um campo elétrico com a função de separar os íons e 
direcioná-los ao detector de acordo com os seus valores de m/z. Dentre os analisadores 
mais comumente empregados estão o quadrupolo (Q), armadilhas de íons (ion trap), por 
tempo-de-voo (TOF) e Orbitrap”. Os dados obtidos a partir de cada um deles apresentam 
diferentes aplicabilidades. Os analisadores quadrupolo e ion trap têm baixa resolução, 
ou seja, os íons detectados são diferenciados por uma única unidade de massa atômica 
(Lanças, 2009). O TOF e o Orbitrapº são de alta resolução e, assim, é possível distinguir 
os íons com precisão superior a quatro unidades de massa atômica, o que permite a 
determinação da fórmula molecular exata do analito (Wolfender, 2009). A análise por EM 
é empregada, na maioria das vezes, em escala analítica com finalidade qualitativa para a 
elucidação estrutural dos produtos naturais. Para seu emprego no monitoramento de uma 
separação em escala preparativa, pequenas frações do fluxo devem ser desviadas para 
o interior do espectrômetro de massas, por dois motivos principais: Primeiro, as fontes de 
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ionização não toleram vazões superiores a 0,5 mL/min e, em segundo, pela detecção ser 
destrutiva. 


3.2 Principais mecanismos de separação usados em CLAE 


Um conhecimento prévio das características físico-químicas destas substâncias é 
vital para a escolha da FM e FE, pois os tipos de interações dos analitos com as fases 
irão definir a separação. Para isso, serão abordados aspectos básicos dos principais 
mecanismos usados nas separações de produtos naturais e que regem as separações em 
CLAE, a saber: 


Cromatografia por adsorção 


Também conhecida como cromatografia líquido-sólido, cujo mecanismo de 
separação baseia-se na competição entre os componentes polares da amostra e da FM 
pelos sítios polares ativos da FE. As FEs usadas nesta cromatografia são a sílica e a 
alumina e como FMs geralmente misturas de solventes orgânicos de média (acetato de etila) 
e baixa polaridade (n-hexano). Neste mecanismo, quanto mais polar for uma substância 
mais ela irá interagir com a FE e maior será seu tempo de retenção. Apresenta como séria 


desvantagem a alta retenção de substâncias com alta polaridade. 


Cromatografia por partição 


Esta também é conhecida como cromatografia líquido-líquido e caracteriza-se por 
uma FE líquida com suporte sólido (geralmente gel de sílica). As separações fundamentam- 
se na distribuição ou partição da substância entre dois líquidos imiscíveis nos quais o 
analito apresenta diferentes solubilidades. Durante o processo, a substância mais polar ou 
hidrofílica irá preferir o líquido mais polar e a substância menos polar, ou hidrofóbica, irá 
preferir o líquido menos polar. 

A distribuição de uma substância entre dois líquidos imiscíveis obedece a uma razão 
entre concentrações da mesma em cada uma das fases, e consiste na Lei de Distribuição 
de Nernst (Dean, 2009) (Equação 3). 


K5= Corg (Equação 3) 
Caú 
Onde K, é o coeficiente de distribuição, C,, é a concentração da substância no 
líquido apolar Cu é a concentração da substância na fase aquosa. Assim, quanto mais 
solúvel o analito for na FE, mais retido ele ficará e vice-versa e a principal desvantagem 
deste mecanismo é devida ao líquido da FE ser rapidamente solubilizado pela FM, levando 
a problemas na separação. 
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Cromatografia com fase ligada 


Este tipo de cromatografia busca resolver a instabilidade das FEs na cromatografia 
líquido-líquido e a excessiva retenção de substâncias altamente polares na FE da 
cromatografia por adsorção. Para isto, foram desenvolvidas FESs ligadas covalentemente 
(ao invés de suportadas) a grupamentos da superfície de um sólido, geralmente gel de 
sílica, eliminando o problema da solubilidade da FE na FM e, dependendo da polaridade do 
grupo ligado ao suporte, a excessiva retenção do analito. 

O mecanismo deste tipo de cromatografia é considerado misto, pois é semelhante 
ao de partição. Entretanto, também há influência de grupos polares do suporte ou da própria 
FE, podendo ocorrer adsorção dos analitos. Colunas com FE do tipo ligada (principalmente 
com os grupos C18, C8, C4, ciano, fenil, aminopropil) são as mais usadas em análise e 
purificação de produtos naturais. 

As características que justificam o emprego de colunas empacotadas com FEs 
ligadas na análise e purificação de produtos naturais incluem: diferentes seletividades, 
alterando-se a natureza química dos grupos funcionais ligados, permitindo a existência 
de FEs de alta, média e baixa polaridades; e resistência mecânica a altas pressões e 
versatilidade de uso em condições de fases reversa e normal. Na fase normal a FE é mais 
polar que a FM, e em relação à eluição, as substâncias mais apolares são eluídas primeiro, 
enquanto os polares são retidos pela FE e são eluídos depois. Em fase normal, geralmente 
são utilizadas como FE o gel de sílica e a sílica ligada a grupos polares, como aminopropil 
e ciano, enquanto as FMs geralmente empregam misturas de alcanos (hexano e heptano) 
e álcoois (etanol, isopropanol e metanol). Em fase reversa, no entanto, a FE é menos polar 
que a FM e, portanto, as substâncias polares são eluídas primeiro e as mais apolares 
posteriormente. Em fase reversa são predominantemente usadas como FEs sílica ligadas 
a grupos apolares, como alcanos (C18 e C8), e misturas de água, metanol e acetonitrila 
como FMs. 


Cromatografia com interação hidrofílica (CIH) 


AClIHfoi desenvolvida para contornar situações em que os mecanismos de adsorção 
ou de fase ligada normal falham por excesso de retenção de substâncias hidrofílicas ou em 
situações de baixíssima retenção na coluna por mecanismo de fase ligada reversa. Em CIH 
são empregadas as mesmas colunas de fase ligada normal (ciano, aminopropil) ou mesmo 
de adsorção (gel de sílica) e FMs compostas por misturas minoritárias de água e tampão 
em elevadas concentrações de solventes orgânicos (metanol, acetonitrila). A ordem de 
eluição é semelhante à fase normal: quanto mais polar o analito, maior seu tempo de 
retenção. 
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Cromatografia por troca iônica 


Nesta cromatografia a FE é um trocador iônico e suas interações com os íons das 
amostras são mediadas por forças eletrostáticas e é usada para a separação de íons e de 
substâncias ionizadas. Quanto maior as forças eletrostáticas entre FE e analito, maior é a 
sua retenção na coluna. 


Cromatografia por exclusão molecular 


Em cromatografia por exclusão molecular a separação se baseia na diferença entre os 
tamanhos das substâncias dos componentes da amostra. Para que este mecanismo ocorra 
são empregadas FEs porosas. Desta forma, as substâncias maiores têm menor poder de 
penetração nos poros da FE e, por isso, são eluídas mais rapidamente que as substâncias 
que têm menor tamanho que, por sua vez, conseguem penetrar mais profundamente nos 
poros da FE. Geralmente, é utilizada para moléculas de massas moleculares média a alta. 


3.3 Análise por CLAE das principais classes de produtos naturais 


Alcaloides 


Os alcaloides são produtos naturais nitrogenados e, devido a isso, apresentam- 
se como bases fracas. Desta forma, dependendo do pH do meio, podem apresentar-se 
ionizados ou não. As separações cromatográficas de substâncias de caráter básico são 
especialmente desafiadoras, pois frequentemente geram problemas de cauda em sinais 
cromatográficos, baixa eficiência de separação e problemas de reprodutibilidade entre 
colunas. Estes problemas são observados principalmente para mecanismos de fase 
ligada, especialmente em fase reversa. Neles, a maioria das colunas são preparadas 
empregando partículas de sílica como suporte, em que a seus grupos silanóis ácidos (pKa 
= 3) são ligados a diferentes siloxanos. Porém, uma pequena parcela dos silanóis não 
reagem com os siloxanos, sendo chamados de residuais e, por serem ácidos, interagem 
prejudicialmente com substâncias básicas protonadas, levando a separações com baixa 
eficiência e sinais cromatográficos assimétricos. A interação entre o silanol residual (SiO”) 
e os analitos básicos protonados (BH*) é apresentada na equação 4 (Snyder et al., 2010). 


SiO” + BH* o SiO” BH* (Equação 4) 
As separações cromatográficas de alcaloides em escala analítica são realizadas, 
geralmente, em fase ligada reversa. O mecanismo de adsorção é raramente empregado 


pela interação exacerbada da sílica com as substâncias básicas, enquanto o modo CIH é 
ainda pouco difundido. 
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As separações por fase reversa envolvem estratégias que buscam reduzir ou prevenir 
as interações das substâncias básicas com os silanóis residuais básicos. Estas estratégias 
envolvem: a) uso de FMs em pHs baixos (< 3,0) suprimindo a ionização dos silanóis 
residuais; b) uso de FMs em pHs altos (> 8,0), suprimindo a ionização dos alcaloides (estas 
duas estratégias devem ser avaliadas com cuidado, visto que as colunas cromatográficas 
convencionais de fase ligada são estáveis na faixa de pH de 2-8); c) adição de reagentes 
de par iônico (pentanossulfonato ou heptanossulfonato de sódio) à FM; d) adição de 
modificadores básicos (dietilamina ou trietilamina) à FM, que atuam bloqueando os silanóis 
residuais ou suprimindo a ionização; e) emprego de colunas especialmente desenvolvidas 
pela reação dos silanóis residuais com siloxanos de cadeia curta, num processo conhecido 
por capeamento, do inglês endcapping. As principais colunas usadas são as de fase ligada 
a alcanos como C8 e, especialmente, C18. Porém, para explorar interações do tipo dipolo- 
dipolo em alcaloides aromáticos, colunas ligadas a grupos fenila e ciano são interessantes 
e pouco exploradas. 

As separações preparativas empregam FMs compostas por metanol ou acetonitrila 
e água com rara presença de aditivos, no intuito de prevenir a contaminação das amostras. 
Os aditivos usados, em geral, são ácidos voláteis como o trifluoracético, o acético ou o 
fórmico (Petruczynik, 2012). 

A detecção de alcaloides envolve o emprego de diversos detectores que dependem 
da aplicação e presença de cromóforos nas moléculas dos alcaloides analisados. Em 
escala analítica, empregam-se principalmente os detectores no UV-vis, EM e, menos 
frequentemente, de espalhamento de luz. Por sua vez, em escala preparativa, são 
preferencialmente usados detectores não destrutivos, como o UV-vis e índice de refração; 
no entanto, detectores destrutivos como o EM e o de espalhamento de luz podem também 
ser empregados mediante divisão do fluxo, em que uma parte do eluato é direcionada para 
o detector e outra para a coleta de frações (Wolfender, 2009; Petruczynik, 2012). 


Substâncias fenólicas 


Esta classe compõe um grande grupo de produtos naturais que apresentam como 
característica em comum a presença de anéis aromáticos hidroxilados em suas estruturas. 
Neste grupo estão incluídos os ácidos fenólicos, antocianinas, flavonoides, lignanas, 
cumarinas e taninos. Além disso, grande parte deles apresentam várias hidroxilas, 
conferindo a eles características ácidas. Neste tópico serão enfatizados os mecanismos 
e as técnicas de detecção empregados na separação e detecção de flavonoides, ácidos 
fenólicos e taninos, aqui tratados genericamente de substâncias fenólicas. 

As separações cromatográficas de substâncias fenólicas empregam, como principal 
mecanismo de separação, a cromatografia de fase ligada reversa e, além disso, vem 
ganhando importância o mecanismo CIH e será também discutido. 
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Os métodos que empregam o mecanismo de fase reversa nas separações de 
substâncias fenólicas são realizados quase sempre com adição de ácidos, na faixa de pH 
de 2-4, a fim de evitar a ionização das funções fenólicas. O controle do pH na região ácida 
é geralmente feito pela adição de ácidos como acético, fórmico, fosfórico ou trifluoracético, 
bem como com tampões citrato ou acetato de amônio. Os solventes orgânicos mais 
empregados são a acetonitrila e o metanol; em alguns casos, etanol, tetraidrofurano e 
2-propanol também podem ser empregados, porém devem ser usados com atenção devido 
a serem mais viscosos que os primeiros e geram aumentos consideráveis de pressão 
no sistema cromatográfico. O modo de eluição, devido à complexidade das amostras, é 
quase sempre por gradiente. As colunas mais usadas são as empacotadas com partículas 
C18, que exercem sua seletividade por meio de interações hidrofóbicas (Khoddami et 
al., 2013). Contudo, a fim de fornecer uma seletividade complementar, FEs mais polares 
como as ligadas a grupamentos cianopropila, diol, fenila ou mesmo bifenila, que promovem 
interações dipolo-dipolo com os anéis aromáticos das substâncias fenólicas. 

A CIH tem sido bastante usada, associada à fase reversa, especialmente nas 
separações de substâncias fenólicas muito polares, cuja retenção em fase reversa é 
pequena ou inexistente. As FEs empregadas são divididas em três grupos: neutras, 
carregadas e zwitteriônicas. As FE neutras (diol e amida) não apresentam interações 
eletrostáticas, as carregadas (sílica e aminopropila) desenvolvem interações eletrostáticas 
e as zwitteriônicas (sílica sulfobetaína) apresentam interações eletrostáticas fracas com os 
analitos. A seletividade e a retenção de substâncias fenólicas são afetadas pela proporção 
do solvente orgânico, tipo e concentração do tampão usado e pH, que altera a ionização 
tanto da FE como dos analitos. As substâncias ionizadas são mais polares que suas formas 
neutras e, portanto, exibirão maiores retenções em ClIH. Com relação às proporções, 
maiores quantidades de solventes orgânicos aumentam a retenção de substâncias polares 
(Pyrzynska & Sentkowska, 2015). 

A detecção das substâncias fenólicas ocorre no UV-vis. Os flavonoides, por exemplo, 
possuem espectros característicos no UV, com dois máximos de absorção: entre 240 e 285 
nm (banda Il) e entre 300 e 400 nm (banda |). As antocianinas e antocianidinas apresentam 
a banda | com máximo de absorção entre 465 e 550 nm e a banda Il, de baixa intensidade 
entre 270 e 280 nm. 

Em escala analítica, com finalidade de quantificação e caracterização estrutural, a 
EM vem sendo muito empregada usando diversos analisadores e ionização, principalmente 
pelo modo eletrospray negativo (Wolfender, 2009; Khoddami et al., 2013). 


Terpenoides 


Neste grupo amplo de substâncias se incluem monoterpenos, sesquiterpenos, 
diterpenos, triterpenos, esteroides e carotenoides. Sua característica comum é a rara 
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presença de funções ionizáveis, sendo lipofílicos, neutros e muitos deles voláteis. Em geral, 
não apresentam cromóforos, exceção aos pigmentos carotenóides e alguns esteróides, 
o que impede a detecção da maioria por UV. Por serem majoritariamente voláteis, são 
frequentemente analisados por CG. 

A separação de terpenoides por CLAE em escala preparativa vem sendo realizada 
por mecanismos de adsorção, principalmente por cromatografia de fase reversa ligada. 
Os métodos de separação pelo mecanismo de adsorção empregam colunas empacotadas 
com FE de sílica e alumina e FM composta por n-hexano ou éter de petróleo em mistura 
com acetona, tanto em modo de eluição isocrático como gradiente. As separações 
por fase reversa empregam misturas de solventes miscíveis com água, por exemplo: 
metanol, acetonitrila e tetrahidrofurano como FM e eluição tanto em modo isocrático como 
gradiente. As FEs mais usadas são as de sílica ligadas a n-alcanos, C8 e principalmente 
C18. Os métodos preparativos empregam detectores de espalhamento de luz ou UV em 
comprimentos de onda na faixa de 200-220 nm, exceção aos carotenoides que absorvem 
na faixa de 300 a 500 nm, e na escala analítica acrescenta-se uso da detecção por EM 
(Cimpan & Gocan, 2002; Cserháti & Forgács, 2001). 


41 CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE 


Cristiane Catela Martins de Jesus 
Natalie Giovanna da Rocha Ximenes 


Shaft Corrêa Pinto 


A Cromatografia Contracorrente (CCC) é uma técnica cromatográfica baseada na 
partição líquido-líquido do soluto em um sistema de solventes imiscíveis. Neste, a FE é 
retida no equipamento sem o uso de matrizes porosas ou adsortivas, como na CLAE. Isso 
se deve ao movimento das colunas estabelecido por sua configuração e/ou ao campo de 
força centrífuga gerado pela rotação delas. 

Craig, em 1944, introduziu o primeiro equipamento para CCC, que foi denominado 
de aparelho de distribuição contracorrente de Craig. Ele consistia em uma série de funis 
de separação acoplados entre si e a um eixo de rotação que, quando girado, promovia a 
mistura dos solventes e a transferência da fase superior (móvel) de um sistema bifásico 
para o tubo seguinte (Figura 8). Posteriormente, Craig e Post (1949) desenvolveram o 
primeiro aparelho automatizado comercial de distribuição contracorrente. 
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dá died? 


Agitação Decantação Separação Adição de FM 


Figura 8. Aparelho de distribuição Contracorrente de Craig. E — Entrada, S — Saída. 


Em 1970, Tanimura, Pisano, Ito e Bowman desenvolveram a CCC de gotículas. 
Neste tipo de equipamento, cerca de 300 tubos de vidro verticais (diâmetro interno de 2 
mm) são interconectados por um tubo capilar de politetrafluoretileno (PTFE). A FM passa 
na forma de pequenas gotículas pela FE contida nos tubos pela força gravitacional. Se a 
FM for a fase superior (FS) no sistema de solventes bifásico, esta deve ser bombeada pela 
base do tubo inicial (modo ascendente), se a FM for a fase inferior (Fl), mais densa, esta 
será bombeada pelo topo do tubo inicial (modo descendente) (figura 9). 


A B 


u< 


-«-m 


Figura 9. CCC de gotículas, modo ascendente 7 e modo descendente |. E — Entrada, S — Saída. 


Ito e Bowman desenvolveram a CCC de rotação locular (Ito & Bowman, 1970). Neste 
equipamento a coluna possui uma série de pequenas câmaras ou lóculos interligados 
dispostas ao longo de um eixo de rotação no qual o conjunto fica inclinado. A rotação 
favorece o processo de partição e praticamente não há força centrífuga atuante, como nos 
equipamentos mais modernos. 

A CCC moderna, denominada CCC centrífuga de partição (ou CPC) se divide em dois 
tipos: hidrostática e hidrodinâmica (Berthod et al., 2009). Os primeiros possuem apenas um 
eixo de rotação (centrífuga), enquanto os hidrodinâmicos possuem dois eixos de rotação 
(centrífuga planetária). Os aparelhos hidrostáticos possuem colunas formadas por discos 
entalhados com pequenas câmaras conectadas por um pequeno canalículo, estes discos 
são sobrepostos a fim de formar um conjunto de câmaras distribuídas circularmente em 
torno do eixo da centrífuga (Berthod et al., 2009) (Figura 10). 
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Figura 10. Coluna de CPC. A-— discos sobrepostos; B — disco isolado com detalhes das câmaras com 
modelo células gêmeas (Twin cells€). 


Os modos de eluição são denominados da mesma forma que para as CCC de 
gotícula e de rotação locular (figura 11). 


Figura 11. CPC. A — modo ascendente 1; B — modo descendente |. E — Entrada, S — Saída. 


Os equipamentos de CCC hidrodinâmico, de alta velocidade — HSCCC, de alta 
performance — HPCCC e de ultra-performance — UPCCC possuem colunas espirais de 
PTFE (baseada no princípio do parafuso de Arquimedes) em uma bobina que gira em torno 
do seu próprio eixo e do eixo principal da centrífuga (Berthod et al., 2009). A configuração 
da coluna espiral em múltiplas camadas tipo J somada a rotação centrífuga planetária 
aplicada nesses equipamentos permite que uma grande parte da FE se mantenha retida 
nela, enquanto a FM se misture (zona de mistura) e se separe da FE (zona de separação) 
ao longo da coluna realizando numerosas partições (Ito, 2005) (figura 12). A entrada da 
fase móvel na coluna do equipamento é feita através do flying lead, que conecta a coluna à 
bomba e ao detector/coletor de fração. Quando a FM for a FS do sistema a eluição ocorrerá 
no sentido cauda-cabeça, ou seja, a entrada de solvente será feita pela cauda, e a saída 
será pela cabeça. Quando a Fl for a FM, o sentido de eluição será cabeça-cauda (figura 
12). 
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Figura 12. A— Eixo de rotação; B — Eixo de revolução; C — Bobina com coluna espiral em múltiplas 
camadas tipo J; D — flying lead: 1 — cabeça; 2 — cauda; ZS — zona de separação; ZM — zona de mistura. 


Os cromatógrafos de HSCCC, HPCCC e UPCCC diferem-se pela força G aplicada 
pela rotação da centrífuga, respectivamente, 80-150G, 250G+ e 350G+, e são constituídos 
por bomba para solventes (isocrática ou gradiente), coletor de frações e pode ter ou não um 
detector acoplado (ELSD, UV, EM etc.). Os equipamentos de CCC possuem colunas com 
volumes de -20 mL a 100 L com diâmetros internos que variam de -1 a 30 mm de acordo 
com o volume da coluna, abrangendo as escalas analítica, preparativa e industrial. Neste 
capítulo enfatizaremos HSCCC/HPCCC. 


4.1 Teoria básica de Cromatografia Contracorrente 


O mecanismo de separação da CCC é o de partição, na qual uma substância irá 
se distribuir entre duas fases imiscíveis compostas por dois ou mais solventes. Logo, o 
coeficiente de distribuição (ou coeficiente de partição), K,, permitirá prever o comportamento 
de determinada substância ao longo da eluição (Berthod et al., 2009). Como ambas as fases 
dos sistemas bifásicos podem ser utilizadas como FM ou FE na CCC, e estes sistemas 
podem ser aquosos ou não aquosos, o K, é obtido conforme a equação 5. 

Kj= = (Equação 5) 

Em que Cs é a concentração da substância na FE e Cm é a concentração da 
substância na FM. Logo, substâncias com K, menores terão mais afinidade com a FM. 

O K, pode ser determinado em teste de partição em tubo de ensaio (Liu et al., 2015). 
A amostra é dissolvida no sistema de solventes bifásico sob agitação vigorosa e o tempo de 
separação das fases não pode ser superior a 30s. As fases são separadas e as substâncias 
que compõem a amostra são quantificadas em ambas para a realização do cálculo do K,. 
Valores de K, menores que 0,5 implicam perda de resolução do sinal, enquanto valores 
superiores a 2 implicam tempos de retenção longos e alargamento do sinal. Portanto, a 
substância de interesse deve ter o valor K, entre 0,5 e 2 (lto, 2005). Para a CCC, o fator 
de separação, a, é calculado pela razão entre os K, entre dois componentes adjacentes 
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(Berthod et al. 2009) e deve ser maior ou igual a 1,5 para uma boa separação, conforme 
a equação 6. 


K: 
a= a sendo K,>K, (Equação 6) 
1 


4.2 Escolha do sistema de solventes bifásico 


A escolha do sistema de solventes bifásico é o fator limitante na CCC. Emulsões 
não poderão ser formadas na presença da amostra e os sistemas são escolhidos com 
base nas características físico-químicas das substâncias presentes na amostra, tais como 
polaridade, solubilidade, acidez/basicidade, habilidade em formar complexos etc. 

A estratégia mais utilizada para a escolha de sistema de solventes é a realização 
de triagem empírica utilizando o teste de partição em tubo de ensaio (Liu et al., 2015). 
Para tal escolha, numerosos testes de partição são realizados com os sistemas bifásicos 
de solventes de acordo com a polaridade da substância alvo. Conhecendo a natureza 
da amostra, o analista pode realizar buscas direcionadas à classe de substâncias para 
obter um direcionamento sobre qual sistema usar para os ensaios iniciais. Como veremos 
a seguir, existe sistematizações de famílias de solventes, que poderão ser utilizadas de 
acordo com a polaridade das substâncias. 

A estratégia de escolha de sistema de solventes semiempírica busca diminuir o 
número de testes de partição utilizados para determinar a mistura de solventes ideal para 
o isolamento da substância alvo. Esta estratégia pode identificar o sistema de solventes 
adequado substituindo as experiências de partição, parcial ou totalmente, por métodos 
para prever os valores de K, e/ou usar relações matemáticas que utilizam um pequeno 
número de valores de K, determinados experimentalmente para predizer o ponto de partida 
(Liu et al., 2015). 

Outras estratégias empíricas, semiempíricas e teóricas são descritas no trabalho de 
Liu e colaboradores (2015), sendo a estratégica empírica a mais utilizada para a escolha dos 
sistemas. Dentre as famílias de sistemas de solventes bifásico sistematizadas e utilizadas 
estão: Oka, constituída por hexano:acetato de etila:imetanol:n-butanol:água (Oka, Oka & 
Ito, 1991); Arizona, por heptano:acetato de etila:imetanol:água (Margraff, 1994); HeMWat, 
por n-hexano:acetato de etila:imetanol:água (Friesen & Pauli, 2005); EBuWat, por acetato 
de etila:n-butanol:água (Ito, 2005); ChMWat, por clorofórmio:metanol:água (Oka, Oka & Ito, 
1991), etc. 


4.3 Tipos de eluição em CCC 


A CCC é bastante versátil no que diz respeito aos modos de eluição. A escolha do 
modo de eluição é realizado com base no perfil da amostra e nos resultados obtidos a partir 
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da escolha do sistema de solventes bifásico. 

A eluição isocrática é o tipo mais básico de experiência que utiliza apenas uma 
FM. Já a eluição em gradiente emprega duas ou mais fases móveis com composição 
ligeiramente diferente para abranger uma faixa de polaridade mais ampla de substância. 
Este modo pode ser linear, com mudança constante e crescente da polaridade da fase 
móvel, ou não linear, onde são escolhidas as proporções das fases móveis a serem 
utilizadas e consequentemente a polaridade (Huang et al., 2016). 

Na eluição com modo duplo (dual-mode), a FM é comutada no meio da corrida, ou 
seja, a FM se torna a FE e vice-versa, de modo que as substâncias com forte afinidade com 
a FE original também possam ser separadas. Ao mesmo tempo, o sentido de bombeamento 
da fase móvel também deve ser trocado (Huang et al., 2016). 

Na eluição com extrusão (Extrusion Elution CCC), a separação é iniciada da mesma 
maneira que na isocrática. Contudo, quando a corrida atingir um certo ponto (p. ex. K, = 
1,0), a FM será trocada para a FE extrudar o conteúdo da coluna. Isto eleva a resolução 
das substâncias com maior retenção e com K, maiores, diminuindo assim o tempo de 
análise pois apenas um volume de FE equivalente ao volume da coluna é necessário para 
extrudar totalmente o conteúdo da coluna. Outra vantagem da EECCC é que, ao final do 
experimento, o instrumento é carregado com FE e fica pronto para outra eluição (Huang et 
al., 2016). 

A eluição com refinamento por zona de pH é aplicada no isolamento de substâncias 
ionizáveis, que se diferencia das demais pela amostra ser introduzida na coluna juntamente 
com a FM. Isto ocorre por ser utilizado um agente de retenção dissolvido na FE que tem 
a mesma natureza (básica ou ácida) da substância-alvo. O agente de deslocamento, 
dissolvido na FM, tem característica antagônica à do analito: se ele for básico, o agente de 
deslocamento é ácido (Huang et al., 2016). 


4.4 Aplicações da CCC no isolamento de produtos naturais. 


Terpenoides 


Os terpenoides constituem uma grande classe de metabólitos secundários formados 
a partir de unidades isoprênicas. Estes hidrocarbonetos possuem uma grande variedade 
estrutural, podendo ser lineares, cíclicos e/ou aromáticos, com funções oxigenadas ou não. 
Estas substâncias são classificadas quanto à sua polaridade, geralmente como apolares 
ou de baixa a média polaridade. Os sistemas de solventes bifásico usados no isolamento 
destes metabólitos serão baseados em n-hexano:acetonitrila (ou n-hexano:metanol) ou 
n-hexano:acetato de etilaimetanol:água, dentre outros. 

No estudo de Chen e colaboradores (2011), os monoterpenos cuminaldeído e 
p-menta-1,4-dien-7-al foram isolados a partir do óleo essencial de Cuminum cyminum L. 
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utilizando o sistema bifásico composto por n-hexano:metanol:água (5:4:1, v/v/y), modo 
cabeça-cauda (fase normal). Yan e colaboradores (2005) utilizaram, para os sesquiterpenos 
germacrona e curdiona, o sistema éter de petróleo:etanol:éter dietílico:água (5:4:0,5:1, v/v/ 
v/v). Este sistema mostrou eficácia para o isolamento destes constituintes do óleo essencial 
dos rizomas de Curcuma wenyujin com elevado grau de pureza. Apesar das semelhanças 
estruturais entre cuminaldeído e p-menta-1,4-dien-7-al, e entre germacrona e curdiona, a 
CCC foi capaz de isolá-los com eficiência. 

Na separação do óleo essencial dos frutos de Vitex negundo L. var. heterophylla 
(Franch.) Rehd., Xie e colaboradores (2008) isolaram o sesquiterpeno f-cariofileno com alto 
grau de pureza. Nessa separação foi utilizado o sistema n-hexano:diclorometano:acetonitrila 
(10:3:7). 


Substâncias fenólicas 


Estas moléculas possuem uma ou mais hidroxilas fenólicas ionizáveis e podem ser 
isolados por CCC convencional ou por refinamento por zona de pH. Em sua maioria, os 
isolamentos de flavonoides se dão por CCC convencional (Costa & Leitão, 2010). 

No estudo de Wei e colaboradores de 2012, o ácido clorogênico foi isolado de Flaveria 
bidentis (L.) Kuntze (F. bidentis) utilizando a metodologia de refinamento por zona de pH. 
Para tal, foi utilizado o sistema de solventes bifásico éter metil-terc-butílico:acetonitrila:n- 
butanol:água (4:1:1:5, v/v/v/v). O ácido trifluoracético foi adicionado à FE orgânica como 
agente de retenção e o hidróxido de amônio à FM como agente de deslocamento, sentido 
cabeça-cauda (modo reverso). 


Alcaloides 


Estes produtos naturais possuem átomos de nitrogênio que conferem a eles 
basicidade, gerando sais hidrossolúveis na presença de ácidos. Esta propriedade é utilizada 
para o isolamento destes metabólitos naturais utilizando a estratégia de refinamento por 
zona de pH. 

No estudo de Vieira e colaboradores (2013), os alcaloides indólicos 3a-aricina, 
isoreserpilina e 3 B-reserpilina foram isolados a partir do extrato em diclorometano de 
Aspidosperma rigidum. Nesta separação foi utilizado o sistema bifásico éter metil-terc- 
butílico:água; para as substâncias 3a-aricina e isoreserpilina, utilizou-se a trietilamina como 
agente de retenção na FE orgânica e ácido fórmico como agente de deslocamento na 
FM aquosa; para a reserpilina, trietilamina e ácido clorídrico. Por se tratar de substâncias 
básicas, os alcaloides são mantidos na FE orgânica na forma de base livre (não ionizada), 
sendo ionizados e particionados quando na presença do ácido (orgânico ou mineral), 
formando um sal hidrossolúvel. 

Existem inúmeras proporções de solventes para o isolamento de produtos naturais 
descritos na literatura. A tabela 2 compila alguns destes sistemas com os respectivos 
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modos de eluição para demonstrar a versatilidade da CCC. 


Tabela 2 — Produtos naturais isolados por CCC e seus respectivos sistemas. 


Sistema de Nazdo Equipa- | Referên- 
Substâncias Salvantes Proporção K, is rem Se nto Ea 


1,8-cineol 
curcumol glerdé 
i Dang et 
DR petróleo:acetonitrila: :8: 85 reverso | HPCCC o 
acetona x 
germacrona 
B-elemeno 
4 ,5-dimetóxi-6,6-di- 

Ye et al. 
reverso | HSCCC 2008 


metilpiranoisoflavona 
6a,12a-desidro- hexano:acetato de 
Cui et al., 
reverso | HSCCC 2011 
Shi etal., 
reverso | HSCCC 2009 


deguelina etilaimetanol:água 
n-butanol: Ramos & 


deguelina 
tephrosina 

diclorometano: 86,6 | reverso | HPCCC Oliveira, 
metanol:água 2017 


Ea eai acetato de etila:n- Ee 
a-ciperona perna neSiato de 1:0,2:1.1:0,2 1,20 2 800 
etilaimetanol:água 
Zhou et 
reverso | HSCCC al. 2017 
Leitão et 


al., 2005 


1:0,8:1:0,6 70 


afzelina 
astragalina 
cernidina 
kaempferol-3-O-afa- 
piofuranosil-(12)]-a- 
-ramnopiranosídeo 


kaempferol-3-0- 
alapiofuranosil- 
(1=2)-B- 
galactopiranosídeo 


a-turmerona heptano:acetato 
B-turmerona de etila:acetonitri- 
ar-turmerona la:água 


“ 
o 


quercetina-7-0- 
rutinosídeo 
quercetin-3-0- 
rutinosídeo 
ramnosil-kaempferol 


hispidulina 
homoplantaginina hexano:diclorome- Lietal 
nepetina tano: 0,5:4:3:2 500 | 75,8 HsCcc 2014. 
nepetina-7- metanol:água 
glucosídeo 
éter de 
Fang et 


petróleo:acetato de 

etila:imetanol:água 
Huang et 
Yao et al., 


hexano:acetato de 


etilaimetanol:água normal | HSCCC 


0,6:4,0:1,0:0,05:1,0 


galangina 
4-metóxi-kaempferol 


Técnicas cromatográficas para isolamento de produtos naturais 40 


51 CROMATOGRAFIA COM FASE GASOSA 


Fernando Armani Aguiar 
Marcos Vinicius Toledo e Silva 


Shaft Corrêa Pinto 


Uma variação da cromatografia em coluna é a com fase gasosa (CG), que é 
destinada à separação de substâncias voláteis ou volatilizadas por meio de sua distribuição 
diferencial entre a FE (que pode ser um sólido ou um líquido) e a FM (um gás). A vazão 
do gás é constante durante a separação e carreia as substâncias ao longo da FE, sendo o 
mecanismo de separação favorecido pela interação dos analitos e FE. Os cromatógrafos 
a gás, cuja representação geral encontra-se na figura 13, são compostos basicamente 
de injetor, forno (onde a coluna está localizada), detector e estação de trabalho. Embora 
não façam parte do aparelho propriamente dito, o cilindro de gás e suas linhas são 
indispensáveis ao seu funcionamento (Ali et al., 2009). 


Figura 13. Representação de um cromatógrafo a gás. A — Cilindro de gás de arraste (FM); B — linha de 
transporte do gás; C — injetor; D — forno, onde está contida a coluna cromatográfica (E); F- detector; G 
— computador para controle do equipamento e processamento de dados. 


A CG foi criada inicialmente para ser uma técnica preparativa. Suas primeiras 
descrições demonstraram o interesse em separar e purificar amostras de gases e 
substâncias voláteis e, assim, obter frações isoladas e puras dos constituintes (Adlard, 
2003). Hoje, contudo, é mais empregada como técnica analítica, notadamente na química 
de produtos naturais e na indústria farmacêutica, principalmente no controle da qualidade 
de matérias-primas de origem vegetal (Ho et al., 2018) e nas análises de óleos essenciais, 
pela alta resolução e baixos limites de detecção que podem ser conseguidos na separação 
e análise de misturas complexas de substâncias. Em produtos naturais, a CG é a técnica 
de escolha para a análise de frações voláteis e óleos essenciais (Dragalin et al., 2016). 
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5.1 Colunas 


Uma vez que a coluna é o local onde a mistura de substâncias é separada, é 
necessária que sua escolha seja racional e adequada às necessidades da análise. Os 
parâmetros envolvidos na sua escolha são: tipo de coluna, diâmetro, comprimento, tipo e 
espessura de revestimento. 

Os dois principais tipos de coluna em CG são: 

Empacotadas: mais calibrosas e de menor comprimento que as colunas capilares, 
são menos eficientes. Entretanto, permitem maior carga de amostra e análises mais rápidas 
(Lobirski et al., 1999). São preenchidas com suporte sólido (cromatografia gás-sólido) ou 
revestidas por um líquido não volátil no suporte sólido (cromatografia gás-líquido) (Ali et al., 
2009). Atualmente, seu uso é mais restrito ao modo preparativo. 

Capilares: menos calibrosas e mais longas do que as colunas empacotadas. 
Apresentam maior eficiência e melhor resolução, embora mais sujeitas à sobrecarga 
Lobinski et al., 1999). O revestimento é feito por uma fina camada de líquido não volátil 
(cromatografia gás-líquido). Como a coluna é apenas revestida, há um espaço totalmente 
aberto no interior da coluna. Por isso, também são chamadas de colunas tubulares abertas. 
Seus parâmetros são: 

1) O diâmetro interno de coluna, que se relaciona tanto à eficiência quanto à 
quantidade de amostra passível de ser analisada. Diâmetros menores (por exemplo, 
de 0,15 — 0,3 mm) levam a análises mais rápidas, com melhor separação, porém 
podem levar a uma maior possibilidade de sobrecarga. O aumento do diâmetro 
interno (p.ex. 0,5 mm) leva a um efeito contrário: menor eficiência e maior tempo de 
análise, porém permitindo a injeção de uma quantidade maior de amostra (Reid & 
Synovec, 2008). Um dos problemas do aumento do diâmetro interno é que a vazão 


de gás necessário para a análise pode impedir o uso da espectrometria de massas 
como ferramenta de detecção. 


2) O comprimento da coluna, ligado à qualidade da separação. Colunas maiores 
(acima de 50 m) apresentam maior resolução e são melhores para separar misturas 
complexas. Porém, o aumento do comprimento leva a aumento de pressão do 
sistema, e a um tempo maior de análise. Colunas menores (de 5 a 30 m) tem efeito 
inverso (Grob & Barry, 2004). 


3) A natureza química da FE, intimamente ligada à capacidade de separação dos 
analitos da mistura. As colunas mais utilizadas em CG são de baixa polaridade, com 
revestimentos do tipo 100% dimetilpolissiloxano e 5% difenil/95% dimetilpolissiloxano, 
que separam diversas classes químicas, tais como: óleos essenciais, solventes 
residuais, impurezas de solventes, entre outras. Em produtos naturais, ela é 
muito usada para a análise de monoterpenos, sequiterpenos e fenilpropanoides, 


constituintes de óleos essenciais. 


Determinações mais específicas, porém, podem demandar colunas com FE 


direcionadas ao analito. As mais polares, como as compostas por 100% de polietilenoglicol, 
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são utilizadas na análise de álcoois e aldeídos presentes em bebidas como a aguardente. 
Colunas com FE composta por 14% cianopropilfenil/86% dimetilpolissiloxano, por sua vez, 
separam pesticidas organoclorados. 

Um caso específico é o das colunas quirais, que permitem a separação de 
enantiômeros. São utilizadas, na FE, substâncias capazes de interagir de maneira diferente 
com cada enatiômero, como os derivados de a-, B- ou y-ciclodextrina. São empregadas na 
indústria farmacêutica e bioquímica para controle de insumos e/ou produtos acabados ou 
mesmo para a separação de enântiomeros (Schurig, 2001). 

4) A espessura da FE: os filmes mais finos (p.ex. 0,1 a 0,5 um) são ideais para 
substâncias muito voláteis e permitem tempos de retenção mais curtos, temperaturas 
mais altas e menor sangramento de coluna; contudo, permitem menor capacidade 
de carga nas colunas. Filmes mais espessos (p.ex. 1-10 um) são melhores para 
substâncias com maior ponto de ebulição, permitem maior capacidade de carga 
(característica importante no isolamento) e fornecem elevada resolução para 
substâncias de baixo peso molecular. No entanto, são sujeitos a maior “sangramento”, 
levam a um maior tempo de retenção e necessitam de temperaturas de operação 
mais baixas (Blumberg, 1999, Grob & Barry, 2004). 

A espessura deve ser otimizada junto com o diâmetro da coluna para um melhor 
resultado. Comumente, colunas com diâmetros menores e filmes de espessura mais fina 
(como as capilares) são melhores para separação de misturas complexas e detecção por 
EM, enquanto colunas de maior diâmetro e maior espessura de FE (empacotadas) são 


melhores para análises com maiores cargas de amostragem, como para escala preparativa. 


5.2 Detectores 


A cromatografia, por si só, é apenas uma técnica de separação. Sem o auxílio de um 
detector, não há a geração de um sinal a ser analisado. Os detectores modernos utilizados 
em CG permitem a análise das mais diversas substâncias, de maneira eficaz e reprodutível. 
Sua escolha dependerá da necessidade do analista. O equipamento pode contar com 
apenas um detector, ou vários acoplados. Mesmo com esta possibilidade, a escolha pode 
recair sobre um detector que seja mais indicado para as análises desejadas, garantindo 
uma resposta satisfatória e poupando custos, tanto de aquisição quanto de manutenção. 

Os detectores mais utilizados em CG são descritos a seguir: 

1) O detector por ionização em chama (Flame lonization Detector - FID) é considerado 
como quase universal, desde que o analito seja ionizável nas condições do detector. 
Seu uso é bastante difundido, principalmente por sua aplicação na análise de 
substâncias orgânicas. É sensível, robusto, com grande faixa de linearidade e 
de custo de aquisição e manutenção relativamente baixos. Porém, trata-se de 
um detector destrutivo. Na análise de produtos naturais, é utilizado na detecção 
e quantificação de constituintes de óleos essenciais, de ácidos graxos e outras 
substâncias voláteis/volatilizáveis (Hussain et al., 2013), além de ser o sistema de 
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escolha para métodos que exigem robustez e um custo mais baixo. 


2) A espectrometria de massas, apesar de ser uma técnica analítica independente, é 
comumente acoplada à CG. Ela é universal e possui limite de detecção que permite 
a análise de substâncias em baixas concentrações. Quando utilizada uma fonte 
de ionização eletrônica (El), este detector fornece o espectro de fragmentação do 
analito e os softwares de CG-EM modernos vêm equipados com bibliotecas de 
fragmentação, auxiliando na identificação das substâncias. Já a utilização de uma 
fonte de ionização química (Cl) favorece a observação do íon molecular, que traz 
informações importantes sobre a massa da molécula do analito intacta (Lai & Fiehn, 
2018). Contudo, apresenta altos custos de aquisição e manutenção em relação aos 
outros detectores normalmente usados em CG. A detecção por EM é mais usada 
para análise de perfil e identificação dos constituintes de frações voláteis e de óleos 
essenciais, especialmente em amostras desconhecidas, como será discutido mais 
adiante. 


Outros detectores são utilizados em CG, como o termiônico, por fotoionização, e por 
condutividade térmica. No entanto, possuem usos mais específicos e menos difundidos na 
área de produtos naturais. 


5.3 Processo de identificação de substâncias voláteis (uso da série de 
n-alcanos para cálculo de índice de retenção linear) 

Os espectros de massas obtidos após análise por CG-EM podem ser comparados 
através de bases de dados. No entanto, a simples sobreposição dos espectros não garante 
sua identificação correta, uma vez que pode haver isômeros e isóbaros que apresentem 
espectros de massas similares. A coinjeção com padrões conhecidos pode ser utilizada 
para facilitar a identificação. Entretanto, este tipo de análise é mais custoso e, por vezes, 
não existem padrões comerciais para todas as substâncias presentes em amostra de 
produtos naturais. Assim, uma análise mais aprofundada do índice de retenção se faz 
necessária. O índice de Kováts é a normalização dos tempos de retenção dos constituintes 
voláteis em relação a uma série homóloga de m-alcanos (C,-C.,) desenvolvida por Ervin 
Kováts em 1958. Cada n-alcano recebe um valor, que corresponde ao número de carbonos 
multiplicado por 100 (no caso do octano, por exemplo, 800). O índice da amostra é então 
calculado de acordo com os nm-alcanos entre os quais seu sinal foi observado, a uma 
temperatura constante e em uma determinada FE. Para tal cálculo usa-se a equação 7, 
abaixo: 


— Jog(trk)-log(trZ) 1907 (Equação 7 
IK = og (ERZHD-og(tRZ) | ses ) 


Em que /K= índice de Kováts; t X = tempo de retenção da substância X; 1,2 = tempo 
de retenção do n-alcano Z eluindo antes da substância X; t,Z+1 = tempo de retenção do 
m-alcano eluindo após a substância X; n: número de átomos de carbono do n-alcano Z. 
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Os valores obtidos pelos n-alcanos serão sempre os mesmos. Outras substâncias, 
no entanto, podem sofrer variações de acordo com valores de temperatura, tipo de coluna 
ou material de revestimento, dentre outros. Portanto, para outras substâncias, estes 
parâmetros sempre devem ser levados em consideração. 

Para análises com programação de temperatura, condição essencial para boa 
separação de misturas complexas, Van den Dool e Kratz fizeram uma aproximação baseada 
na equação de Kováts. Para esta equação linear, foi dada o nome de índice de retenção 
linear (IRL ou IR) e é calculado segundo a equação 8, abaixo. 


IAL = ARXtRZ 


EE + 100Z (Equação 8) 


Em que IRL: índice de retenção linear; t. X: tempo de retenção da substância X; 1. Z: 
tempo de retenção do n-alcano Z eluindo antes da substância X; t,Z+1: tempo de retenção 
do n-alcano Z eluindo após a substância X; n: número de átomos de carbono do n-alcano Z. 

A proposição do índice por Kováts permitiu a organização de espectros de massas 
em base de dados de acordo com o índice de diversas substâncias voláteis. Desta forma, 
adicionou-se à análise mais um parâmetro que leva em conta a retenção da substância em 
dada condição cromatográfica para, associada à semelhança do espectro obtido, poder 


ser comparado com substâncias que possuem o mesmo comportamento cromatográfico. 


5.4 Preparo de amostra 


O sucesso da separação dos analitos dependerá, também, do preparo da amostra. 
Procedimentos inadequados podem levar a problemas de análise e no equipamento. 

A injeção de amostra não volátil não permitirá a correta interpretação dos resultados 
analíticos e levará ao comprometimento do equipamento a longo prazo. O solvente utilizado 
para solubilizar a amostra não deve reagir com ela, deve ter elevado grau de pureza e ser 
volátil, para que seja vaporizado nas condições de análise. Os solventes orgânicos com 
baixo ponto de ebulição (hexano e diclorometano, por exemplo) são os recomendados para 
esta função. 

Em alguns casos, os constituintes voláteis encontram-se solubilizados na matriz não- 
volátil, podendo-se empregar o método de extração/injeção por headspace que envolve a 
partição das substâncias voláteis entre a solução saturada de matriz não volátil e a fase 
gasosa acima desta solução. Ela pode ser estática ou dinâmica. Na extração estática, 
fibras adsorventes utilizadas em micro-extração em fase sólida (SPME, solid phase micro- 
extraction) são expostas no headspace para adsorver os constituintes voláteis e, em 
seguida, introduzidos no sistema cromatográfico. Exemplos de uso são demonstrados 
por Alissandrakis e colaboradores (2007) e Soria e colaboradores (2009) na separação 
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de constituintes voláteis do mel, como antranilato de metila, benzaldeídos, hexan-1-ol e 
fenilacetaldeído, provenientes de diferentes espécies de plantas (Alissandrakis et al., 2007; 
Soria et al., 2009). Na extração por headspace dinâmica, o gás de arraste passa pelo 
headspace conduzindo diretamente a amostra para o cromatógrafo, como demonstrado 
por Serban e colaboradores (2012) na separação de substâncias voláteis (a- e B-pineno e 
limoneno, dentre outras substâncias) de Juniperus communis L. e Abies alba Mill (Serban 
et al., 2012). 


5.5 Derivação 


Alguns analitos apresentam características que inviabilizam sua análise por CG, 
como baixa volatilidade, volatilidade excessiva, dificuldade de detecção ou termolabilidade, 
dentre outras. Para contornar estes problemas, reações podem ser utilizadas para modificar 
a estrutura do analito, tornando-o analisável pela técnica, recebendo a denominação 
de reações de derivação. Existe uma gama de reações disponíveis para determinados 
grupos funcionais, que devem ser selecionadas de acordo com as características da 
análise (Birkemeyer, Kolasa & Kopka, 2003). As mais conhecidas são acilação, alquilação 
e sililação. 

As reações de acilação são uma alternativa à sililação, nas quais os hidrogênios 
dos grupamentos -OH, -SH e -NH são convertidos em ésteres, tioésteres e amidas, 
respectivamente. As substâncias derivadas, assim como no caso da sililação, em geral são 
mais voláteis e menos polares, levando a uma melhora da qualidade do sinal. Um exemplo 
é a derivação do tebaol para análise por CG-EM, como descrito por Megutnishvili, Todua e 
Mikaia (2018). 

Nas reações de alquilação, hidrogênios ativos são substituídos por grupos 
alifáticos ou alifático-aromáticos (benzila). Sua principal aplicação é na esterificação de 
ácidos orgânicos. O método de derivação por alquilação é demonstrado em Villas-Bôas e 
colaboradores (2011), que descreveram a derivação de ácidos orgânicos e aminoácidos 
para estudos de metabolômica. 

As reações de sililação são as mais comuns e envolvem a troca de um hidrogênio ativo 
(como aqueles presentes em grupos -OH, -SH e -NH) por uma cadeia ligada a átomos de 
silício (R-Si). Com isso, são geradas substâncias de maior volatilidade e menor polaridade, 
reduzindo a interação com as porções não revestidas da coluna. Tais reações são usadas 
em diversas análises de produtos naturais, como na derivação de fito-hormônios descrita 
por Birkemeyer, Kolasa e Kopka (2008). 
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5.6 Isolamento de constituintes voláteis por CG 


A obtenção de substâncias puras e isoladas é fundamental na pesquisa de 
produtos naturais, uma vez que se trabalha com matrizes complexas que contêm diversas 
substâncias de interesse. 

A principal diferença do sistema cromatográfico preparativo é a existência de um 
módulo usado para coletar os efluentes, parte não incluída no equipamento analítico. No 
entanto, em escala preparativa, as modificações devem ser realizadas em cada uma das 
partes do sistema. O equipamento deve contar com injetores mais robustos, capazes de 
comportar, injetar e volatilizar quantidades maiores de amostra, pois sua vaporização 
incompleta pode levar à contaminação por substâncias que não volatilizaram por completo 
levando a perda de eficiência do método. 

Asobrecarga de amostra pode resultar em uma separação deficiente das substâncias 
ou sinais mais largos que diminuem a resolução, como descrito por Dixon, Malone e 
Umbreit (1968) quando realizaram a separação e purificação de óleo de tangerina, notando 
a sobreposição de sinais ao elevar a quantidade de amostra injetada (Dixon, Malone & 
Umbreit, 1968). Portanto, a coluna deve ser capaz de garantir uma separação adequada, 
com suficiente resolução, para que se obtenha as substâncias isoladas. Neste contexto, 
esforços são feitos para aumentar a capacidade de carga das colunas, como aumentar seu 
diâmetro, demonstrado no isolamento de componentes voláteis (B-elemeno, curzereno, 
curzerenona etc.) do óleo essencial de Curcuma rhizoma por Yang e colaboradores em 
2011, utilizando coluna empacotada com 10% OV-101 (metilsilicone) (Yang et al., 2011). No 
trabalho de Rieck e Kônig (1996) foi realizado o isolamento de álcoois furanoeudesmânicos 
do óleo essencial de Lophocolea heterophylla, com uma coluna empacotada com FE quiral 
contendo 6% octakis-(6-O-metil-2,3-di-O-pentil)-y-ciclodextrina (Rieck & Kônig, 1996). 

O aumento do diâmetro interno da coluna pode levar à perda de eficiência e 
resolução na separação, causados pela falta de homogeneidade na transferência de calor 
para a coluna. Para transpor tais efeitos, foram desenvolvidas colunas com aquecimento 
interno e o uso de colunas analíticas em paralelo com uma coluna preparativa podem 
reduzir tempo e a perda na eficiência. 

O uso de sistema de CG multidimensional preparativo (prep-MDGC), que combina 
diferentes tipos e tamanhos de colunas num mesmo equipamento ou em equipamentos 
distintos dispostos em série, tem demonstrado uma separação mais eficiente, particularmente 
para amostras complexas (Sciarrone et al., 2015a). Mentol, acetato de linalila, carvona e 
geraniol têm sido purificados de óleos essenciais de hortelã-pimenta, hortelã e lavanda 
empregando esta técnica. Seu sucesso está associado a um coletor de frações, que deve 
ser eficiente de forma a garantir a obtenção das frações ao fim da separação. 

Diferentes métodos estão disponíveis para a coleta das frações da amostra que 
podem utilizar a adsorção das substâncias, colunas revestidas com um filme mais espesso 
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que o normal e fibras sintéticas utilizadas em micro-extração em fase sólida, mantendo- 
as adsorvidas ao mesmo (Sciarrone et al., 2015a). Estes materiais retêm as substâncias 
até que um método de dessorção seja utilizado, como: a) por calor, em que se injeta um 
fluxo de gás na armadilha enquanto ela é gradativamente aquecida, permitindo que as 
substâncias retidas sejam dessorvidas progressivamente; e b) por lavagem, na qual um 
fluxo de solvente é utilizado para remover as substâncias retidas na armadilha. 

Muitas substâncias analisadas por CG são voláteis nas condições de análise, 
porém líquidas à temperatura ambiente e, portanto, podem ser condensadas pelo simples 
resfriamento como no método conhecido como armadilha de resfriamento (do inglês Cold 
Trap). O efluente da coluna é direcionado a uma bobina de vidro imersa em N,, onde 
é condensado. As temperaturas da armadilha são diretamente relacionadas ao ponto de 
ebulição das substâncias de interesse, podendo variar desde a temperatura ambiente, para 
substâncias com alto ponto de ebulição, até o uso de N,, para substâncias com baixo 
ponto de ebulição, como demonstrado por Ózek e colaboradores (2012) no isolamento de 
monoterpenos do óleo de Crinitaria tatarica, empregando nitrogênio líquido (Ózek et al., 
2012). 

Outro método é o da captura do gás de saída em frascos, que usa equipamentos 
especialmente preparados para a coleta. Em alguns casos, são fabricados pela própria 
equipe de analistas, como descrito por Sciarrone e colaboradores (2013) (Sciarrone et al., 
2013). 

No mercado existem diversos tipos de coletores de frações para equipamentos de 
CG, usando os mais diversos métodos de captura. A vantagem dos coletores comerciais é a 
praticidade, o interfaceamento com equipamentos de diversos fabricantes, a automatização 
da coleta, que permite a reprodutibilidade e confiabilidade e, principalmente, o fácil 
manuseio da amostra após a coleta. 

A CG preparativa é empregada para a obtenção de diferentes substâncias voláteis 
puras, como: o carotol, um sesquiterpeno oxigenado presente no óleo de cenoura, descrito 
por Sciarrone e colaboradores (Sciarrone et al., 2015b); o mentol e a mentona, terpenos 
presentes o óleo essencial da hortelã-pimenta (Park et al., 2012). Porém, também é comum 
o uso de CG preparativa para concentrar amostras minoritárias em determinadas frações 
voláteis para permitir uma melhor análise posterior, como pode ser visto no mesmo trabalho 


citado acima. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 


O isolamento de produtos naturais é um grande desafio para o pesquisador e, 
para que obtenham sucesso, ele deve unir o conhecimento sobre a forma de obtenção 
do extrato vegetal, de seus possíveis constituintes químicos e as técnicas de separação 
disponíveis. A polaridade de um extrato pode ser determinada pela técnica de extração 
escolhida, p. ex.: destilação por arraste a vapor promove a separação dos constituintes 
voláteis (mono/sesquiterpenos e fenilpropanoides; baixa polaridade), extração ácido-base 
favorece a extração de substâncias ionizáveis (alcaloides; média polaridade), maceração/ 
percolação com soluções hidroalcoólicas extrai todas as classes presentes na matéria- 
prima vegetal (de baixa a alta polaridade), partição líquido-líquido de extratos brutos com 
solventes orgânicos em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato 
de etila e n-butanol; baixa a alta polaridade). A solubilidade da amostra é que determinará, 
a escolha pelo método cromatográfico a ser utilizado para resolvê-la. Inicialmente, sempre 
será realizada a análise por CCD para obter informações mínimas, porém cruciais para as 
próximas etapas que tenham maior poder resolutivo e geram maior riqueza de informações 
sobre a amostra. Dentre elas, encontram-se a CLAE (para substâncias fixas) e a CG (para 
substâncias voláteis e volatilizáveis), acopladas a detectores que garantirão informações 
adicionais quanto as classes que a constituem. A partir daí, será escolhida a técnica e o 
procedimento a serem utilizados para o isolamento da substância-alvo, análise estrutural e 
estudos sobre atividade biológica e beneficiamento farmacotécnico. 
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